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Razvoj analiznih metod za določanje zdravilne učinkovine je eden od odločilnih korakov v 
farmacevtskem razvoju, še posebno takrat, kadar se za izbrani produkt pojavijo novi 
proizvajalci in s tem nove nečistote na trgu.  
Namen magistrske naloge je bil razviti primerno analizno metodo za kvantitativno določanje 
vsebnosti zdravilne učinkovine, ter vsebnosti njenih nečistot v atorvastatin kalciju. Za 
analizno metodo smo izbrali tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC). Pri tem 
smo upoštevali načela, da je nova analizna metoda čimbolj podobna že znanim metodam, da 
je selektivna za čim več nečistot atorvastatina in da omogoča spremljanje kakovosti vseh 
obstoječih proizvajalcev te učinkovine. Metodo smo razvili na osnovi že obstoječe 
monografije za atorvastatin kalcij trihidrat v Evropski farmakopeji (PhEur) in jo optimizirali 
za potrebe spremljanja vseh znanih nečistot na trgu v Evropi. Po obstoječi farmakopejski 
metodi ni mogoče ločevati vseh znanih nečistot atorvastatina in čas analize je predolg. 
Raziskali smo vpliv različnih kromatografskih pogojev na izvedbo analize: izbira topila, 
sestava mobilne faze, izbira separacijske kolone, temperature kolone in spreminjanja 
gradienta. Razvito metodo smo v nadaljevanju tudi validirali v skladu z ICH smernicami v 
farmacevtski industriji. Za preizkušanje v laboratorijski fazi bi bila celotna validacija 
predolga, zato smo se odločili za preizkušanje ključnih validacijskih parametrov 
(specifičnost, linearnost, meja zaznave in določanja, natančnost, točnost, delovno območje 
in stabilnost standardne raztopine in vzorca). Vsi preizkušeni validacijski parametri so 
ustrezali kriterijem, s čimer smo dokazali, da je metoda točna, natančna, specifična in 
linearna. Prav tako smo izračunali mejo zaznavnosti in določljivosti posamezne nečistote in 
potrdili stabilnost standardne raztopine (76 ur) in raztopine vzorca (52 ur) za določanje 
vsebnosti, če sta shranjeni v temnih HPLC vialah v avtomatskem vzorčevalniku v temi pri 
4 °C. Medtem, ko je vzorce za določanje razpadnih produktov potrebno pripravljati sproti. 
Analizna metoda, ki smo jo v okviru te magistrske naloge razvili oziroma vsi pridobljeni 
rezultati bodo uporabljeni za pripravo in objavo revidirane monografije za aktivno 
učinkovino atorvastatin kalcij v Evropski farmakopeji.  
Ključne besede: atorvastatin, tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC), 




The development of analytical methods for active pharmaceutical ingredients is one of the 
decisive steps in pharmaceutical development, especially when new manufacturers and thus 
new impurities appear on the market for the selected product. 
The purpose of the master's thesis was to develop an appropriate analytical method for the 
quantitative determination of the content of active substance and the content of related 
substances and degradation products in atorvastatin calcium. High performance liquid 
chromatography (HPLC) was chosen for the analytical method. We considered principles: 
that the new analytical method is as similar as possible to the already known methods, that 
it is selective for as many impurities of atorvastatin as possible, and that it allows monitoring 
the quality of all existing manufacturers of this active ingredient. The method was developed 
on the basis of the already existing monograph for the atorvastatin calcium trihydrate in the 
European Pharmacopoeia (PhEur) and was optimized to monitor all known impurities on the 
European market. According to the existing pharmacopoeial method, it is not possible to 
separate all known impurities of atorvastatin and the analysis time is too long. We 
investigated the influence of different chromatographic conditions on the analysis: solvent 
selection, mobile phase composition, separation column selection, column temperature, and 
gradient changes. The developed method was then validated according to ICH guidelines in 
the pharmaceutical industry. The full validation would be too long for testing in the 
laboratory phase, so we decided to test the key validation parameters: specificity, linearity, 
limit of detection and determination, accuracy, precision, working range and stability of 
standard solution and sample solution. All tested validation parameters met the criteria and 
thus proved that the method is accurate, precise, specific and linear. We also calculated the 
limit of detection and detectability of each impurity and confirmed the stability of the 
standard solution (76 hours) and the sample solution (52 hours) for determination of content 
when stored in dark HPLC vials in an automated sampler in the dark at 4 °C. Samples for 
the determination of degradation products must be prepared on an ongoing basis. 
The analytical method developed in the master's thesis, or all the results obtained, will be 
used to prepare and publish a revised monograph for the active substance atorvastatin 
calcium in the European Pharmacopoeia.  
Key words: atorvastatin, high resolution liquid chromatography (HPLC), assay, impurities, 
validation  
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SEZNAM KRATIC IN OKRAJŠAV 
 
AI  sprejemljivi vnos za spojino (ang. Compound-specific acceptable intake) 
AR  absolutna razlika (ang. absolute difference) 
ATV Ca atorvastatin kalcij 
CRS  kontrolirani referenčni standard 
∆abs  absolutna razlika 
∆rel  relativna razlika 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
DS  zdravilna učinkovina (ang. Drug Substance) 
η  izkoristek 
GMP  dobra proizvodna praksa 
HDL  lipoprotein z nizko gostoto (ang. Low Density Lipoprotein) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High Performance Liquid 
Chromatography) 
ICH  Mednarodna konferenca o usklajevanju (ang. The International Council for 
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human 
Use) 
IUPAC Mednarodna zveza za čisto in uporabno kemijo (ang. The International Union 
of Pure and Applied Chemistry) 
LDL  lipoprotein z visoko gostoto (ang. High Density Lipoprotein) 
LOD  meja zaznave (ang. Detection Limit) 
LOQ  meja vrednotenja (ang. Quantitation Limit) 
LTL   manj kot v življenju (ang. Less-than-lifetime) 
N  število teoretičnih podov 
n.a.  ni podatka (ang. not applicable) 
neč.  nečistota 
OECD organizacija za ekonomsko sodelovanje in razvoj (ang. Organisation for 
Economic Co-operation and Development) 
PhEur Evropska farmakopeja (ang. European Pharmacopeia)  
povp.  povprečje 
(Q)SAR  kvantitativna razmerja med strukturo in dejavnostjo (ang. Quantitative 
Structure-Activity Relationships) 
R  ločljivost (ang. Resolution) 
IX  
RD  relativna razlika (ang. relative difference) 
RL  meja poročanja (ang. reporting limit) 
RRT  relativni Retencijski čas 
RSD  relativni standardni odklon (ang. Relative standard deviation) 
SD  standardni odklon (ang. Standard deviation) 
  standardna deviacija odseka na ordinati, izračunana iz umeritvene premice 
S/N  razmerje med signalom in šumom (ang. Signal to Noise ratio) 
T  faktor asimetrije kromatografskega odziva (ang. Tailing factor) 
TD 50  toksična doza (ang. Tumorigenic dose rate 50) 
TTC   prag toksikološkega tveganja (ang. Threshold of toxicological concern) 
TUKS test ustreznosti kromatografskega sistema (ang. system suitability test) 
VMP  glavni validacijski načrt (ang. Validation Master Plan) 






Bolezni srca in ožilja so vodilni vzrok smrti v svetu ter tudi v Sloveniji. Razlogi za njihov 
nastanek so različni. Ateroskleroza je povzročitelj bolezni kot so srčna kap, periferna 
arterijska bolezen (zožitev arterij, ki ožiljajo druge dele telesa npr. srce in možgane) in 
koronarna srčna bolezen (bolezni koronarnih arterij, kot so: miokardni infarkt, stabilna in 
nestabilna angina pektoris in nenadna srčna kap). Ateroskleroza je lahko posledica različnih 
dejavnikov, kot so: pretirana debelost, nepravilna oziroma neuravnotežena prehrana, povišan 
holesterol v krvi, povišan krvni sladkor, kajenje in prekomerno uživanje alkohola, 
pomanjkanje telesnih aktivnosti. Po oceni zdravstvene stroke bi bilo mogoče več kot 90 % 
bolezni srca in ožilja preprečiti (1–4).  
Ena od zdravilnih učinkovin iz skupine statinov, ki se uporablja za preprečevanje bolezni 
srca in ožilja in zdravljenje dislipidemij, je atorvastatin. Atorvastatin kot generično zdravilo 
proizvajajo številna farmacevtska podjetja (2–5). 
1.1 ATORVASTATIN 
Atorvastatin je zdravilna učinkovina iz skupine statinov oziroma zaviralcev biosinteze 
holesterola. Primarno mesto delovanja atorvastatina so jetra. Deluje kot specifični zaviralec 
HMG-CoA reduktaze, encima, ki ima vlogo nadzora hitrosti nastajanja holesterola (6). 
Atorvastatin kot zaviralec reduktaze povzroča povečanje števila receptorjev LDL (angl. Low 
Density Lipoprotein oziroma lipoproteini nizke gostote) v jetrih in posledično znižanje ravni 
holesterola in trigliceridov v plazmi ter povečuje raven holesterola HDL (angl. High Density 
Lipoprotein oziroma lipoproteini visoke gostote). Znižanje ravni LDL je odvisno od 
odmerka zdravila. Potrjeno je, da odmerki zdravila, ki vsebujejo od 10 - 80 mg atorvastatina 
na dan, znižajo celokupni holesterol do 38 %, LDL do 52 % in trigliceride do 28 %. 
Najpogosteje zdravila vsebujejo 10, 20, 40 in 80 mg atorvastatina v obliki kalcijeve ali 
magnezijeve soli. Razpolovni čas atorvastatina je 14 ur (7). 
Atorvastatin je bil patentiran kot zdravilna učinkovina leta 1986 (8) in je popolnoma sintezni 
(9). Dovoljenje za promet je bilo izdano najprej v ZDA (Združene države Amerike) leta 
1996 pod blagovno znamko Lipitor, takrat največje farmacevtske družbe na svetu Pfizer 
(New York, ZDA). Po poteku patenta leta 2012 ga tržijo številna generična farmacevtska 
podjetja (8). Zaradi vstopa vse več generikov z različnimi sinteznimi potmi je potrebno biti 
še bolj pozoren, da zagotavljamo kakovost, varnost in učinkovitost zdravila. 
Empirična formula atorvastatina je C33H35FN2O5, ima molsko maso 558,64 g/mol. Kemično 
2  
ime atorvastatina po IUPAC-u je: (3R,5R)-7-[2-(4-fluorofenil)-3-fenil-4- (fenilkarbamoil)-
5-propan-2-il-pirol-1-il]-3,5-dihidroksi heptanska kislina) (10). 
 
Slika 1: Strukturna formula atorvastatina. 
 
Na farmacevtskem tržišču najdemo atorvastatin v obliki soli. Med sprejemljivimi oblikami 
spadata soli atorvastatin kalcij in atorvastatin magnezij. Prvotno je bil atorvastatin 
formuliran kot kalcijeva sol v amorfni obliki. Nadalje so ugotovili, da lahko ta amorfna sol 
obstaja v kristalni obliki kot atorvastatin kalcij trihidrat. Atorvastatin v obliki soli tvori 
različne oblike hidratov (mono, di, tri) (11,12). 
 
Slika 2: Molekulska struktura dveh različnih oblik atorvastatina: (A) Lipitor® (Atorvastatin kalcij trihidrat) (B) 
Atorva® (Atorvastatin kalcij brezvodni) (13). 
 
1.1.1 Nečistote atorvastatina 
Kot nečistoto lahko okarakteriziramo vsako sestavino, ki se po strukturi razlikuje od 
zdravilne učinkovine (v zdravilni učinkovini). oz., ki ni zdravilna učinkovina ali pomožna 
snov (v končnem zdravilu) (14). Pod izrazom sorodna snov se štejejo vse organske ali 
sintetične nečistote in razpadni produkti (15). 
Razpadni produkt je vsaka molekula, ki nastane kot posledica kemične spremembe molekule 
zdravila, ki je nastala skozi čas (pod vplivom svetlobe, temperature, spremembe pH, pod 
vplivom vode ali celo z reakcijo z pomožno snovjo, primarno farmacevtsko ovojnino, itd. 
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Nečistote lahko razvrstimo v naslednje kategorije:  
- organske nečistote (ki nastanejo v povezavi z nastankom ali skladiščenjem učinkovine), 
- anorganske nečistote (kot zaostanki anorganskih reagentov, soli, ligandov, katalizatorjev, 
težkih kovin…), 
- zaostanki topil (16, 17). 
Nove zdravilne učinkovine se lahko že nahajajo v naravi, vendar jih danes večinoma 
sintetizirajo v razvojnih laboratorijih iz enostavnejših snovi. Sinteza kompleksnejših spojin 
poteka v večjih stopnjah, pri čemer nastane več različnih sorodnih snovi, kot produkti delne 
ali nepopolne sintezne reakcije (nikoli ne nastane ena sama čista snov). Zaradi tega je v 
postopku sinteze zdravilne učinkovine velikokrat potrebno izvesti izolacijo posameznih 
načrtovanih spojin. Izolacijo le teh največkrat izvajamo z metodo ekstrakcije z organskimi 
topili. Pri tem je potrebno narediti optimizacijo metode ekstrakcije, kot so izbira zvrsti in 
temperature organskega topila, ekstrakcijskega časa. Čeprav je učinkovitost ekstrakcije zelo 
visoka, v izolirani želeni spojini lahko zaostane še nekaj drugih podobnih spojin (sorodne 
snovi) (18). 
Pri sintezi atorvastatina nastaja veliko nečistot (19–21). V začetnih fazah razvoja učinkovin 
se na področju stabilnosti spremljajo predvsem vsebnosti nečistot, za kar potrebujemo 
ustrezno analizno metodo. Zaradi tega je potrebno razviti analitsko metodo, ki bo zmožna 
ločiti analite kljub minimalni razliki v njihovi strukturi. 
V prilogi (Priloga A) so navedene znane nečistote atorvastatina (20). Od naštetih nečistot so 
po trenutno veljavni metodi iz Evropske farmakopeje (ang. European Pharmacopeia, 
PhEur) specificirane sledeče nečistote: A, B, C, D, E, F in H (22), medtem ko so ostale 
nečistote znane, vendar nespecificirane. Preglednica I prikazuje specifikacijske meje za 
zdravilno učinkovino atorvastatin kalcij in njene znane nečistote. 
Preglednica I: Specifikacijske meje za atorvastatin kalcij in njene znane nečistote (22) 
 
Zdravilna učinkovina / Razpadni produkt oz. nečistota Specifikacijska meja 
Vsebnost atorvastatin kalcija 97,0 – 102,0 (na brezvodno snov) 
Nečistota A ≤ 0,3 % 
Nečistota B ≤ 0,15 % 
Nečistota C ≤ 0,15 % 
Nečistota D* ≤ 0,2 % 
Nečistota E** ≤ 0,3 % 
Nečistota F ≤ 0,15 % 
Nečistota H ≤ 0,15 % 
Ostala posamezna nečistota*** ≤ 0,10 % 
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Zdravilna učinkovina / Razpadni produkt oz. nečistota Specifikacijska meja 
Vsota ≤ 1,5 % 
* Nečistota D se eluira kot dva posamezna kromatografska odziva 
** Nečistota E je enantiomerna oblika atorvastatin kalcija 
*** Med ostale posamezne nečistote spadajo nečistote: G, I, J, K, M, N, O, P in Q. Naštete nečistote so znane, 
vendar nespecificirane. 
1.1.2 Genotoksične lastnosti nečistot atorvastatin substance 
Prisotnost genotoksičnih nečistot v zdravilnih učinkovinah in končnih farmacevtskih izdelkih 
predstavlja potencialno tveganje za končne uporabnike predvsem zaradi toksičnih učinkov na 
genetski material posameznika. Direktne genotoksične spojine zaradi svoje reaktivnosti 
povzročajo poškodbe DNA (deoksiribonukleinska kislina) in so potencialno mutagene, 
medtem ko indirektne genotoksične spojine prek posrednih mehanizmov rušijo integriteto 
DNA. Genotoksične nečistote lahko predstavljajo tveganje za povečan razvoj rakavih bolezni 
(23, 24). 
Skladno z ICH  - Mednarodno konferenco o usklajevanju (ang. The International Council for 
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use, ICH) oziroma 
njeno smernico ICH M7 (ang. Assessment and Control of DNA Reactive (Mutagenic) 
Impurities in Pharmaceuticals to Limit Potential Carcinogenic Risk) in dodatku k smernici 
ICH M7 (R1) (ang. Adendum to ICH M7) nečistote razvrščamo v pet razredov: 
Razred 1: nečistote z znanim mutagenim in karcinogenim delovanjem. Vrednotimo jih z 
izračunom za spojino specifične sprejemljive izpostavljenosti – AI (sprejemljivi vnos za 
spojino (ang. Compound-specific acceptable intake)). AI izračunamo na osnovi 
karcinogenosti posamezne nečistote in linearne ekstrapolacije. Drugi pristop je z uporabo 
odmerka, ki povzroči nastanek tumorja pri polovici preskusnih živali - TD 50 (toksična doza 
(ang. Tumorigenic dose rate 50)) pridobljenega iz študij karcinogenosti pri glodalcih.  
Razred 2: nečistote z dokazanim mutagenim delovanjem, vendar z neznanim karcinogenim 
potencialom.  
Razred 3: nečistote s tvegano kemijsko strukturo (ang. Alerting structure), ki ni strukturno 
podobna zdravilni učinkovini; podatkov o mutagenem delovanju ni.  
Pri nečistotah razredov 2 in 3 upoštevamo mejne vrednosti praga toksikološkega tveganja – 
TTC (prag toksikološkega tveganja (ang. Threshold of toxicological concern)) v primeru 
mutagenih nečistot v farmacevtskih izdelkih za dolgotrajno zdravljenje (> 10 let) in kjer ni 
na voljo podatkov o karcinogenosti. V določenih primerih uporabljamo princip LTL (manj 
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kot v življenju (ang. Less-than-lifetime)), za izpostavljenost nečistoti, ki je krajša od 
celotnega življenjskega obdobja ali pa poteka režim odmerjanja zdravila v daljših 
večdnevnih intervalih (npr. enkrat tedensko).  
Razred 4: nečistote s tvegano kemijsko strukturo, ki je enaka tvegani strukturi v zdravilni 
učinkovini ali spojinah, ki so strukturno sorodne zdravilni učinkovini, vendar z negativnim 
izidom preizkušanja v bakterijskem testu mutagenosti. 
Razred 5: nečistote brez tvegane kemijske strukture ali s tvegano kemijsko strukturo z ustrezno 
količino podatkov, ki potrjujejo odsotnost mutagenih ali karcinogenih učinkov.  
Nečistote razredov 4 in 5 vrednotimo pri mejnih vrednostih, ki so skladne s smernicama ICH 
Q3A in ICH Q3B (23, 24).  
Če za določeno nečistoto nimamo podatkov za mutagenost in/ali karcinogenost se priporoča 
izvedba računalniške analize (Q)SAR (kvantitativna razmerja med strukturo in dejavnostjo 
(ang. Quantitative Structure-Activity Relationships)) s pomočjo ustreznega modela za 
napovedovanje bakterijske mutagenosti z namenom razvrstitve v enega izmed razredov 3, 4 ali 
5. Izvedba poteka z dvema komplementarnima metodama:  
- Metodo z uporabo ekspertnih podatkov podatkovnih baz (npr. programska oprema Nexus 
DEREK), kjer vrednotimo podstrukture, za katere je dokazano, da interagirajo z DNA;  
- Statistično metodo, ki temelji na eksperimentalnih zbirkah podatkov (npr. programska 
oprema CASE Ultra, uporaba Ames Salmonela modula). Računalniški programi morajo 
biti ustrezno validirani v skladu s kriteriji organizacije za ekonomsko sodelovanje in razvoj 
(OECD).  
Pri nečistoti razreda 5, ki je brez mutagenega delovanja, z obema metodama potrdimo 
odsotnost tveganih strukturnih fragmentov. Takrat nadaljnja in vitro preizkušanja niso 
potrebna. Kadar pa so v nečistoti prisotna strukturna tveganja gre za nečistoto razreda 3 (23, 
24).  
Za večino nečistot atorvastatin substance je bila izvedena ocena nevarnosti (ang. Hazard 
assestment) za genotoksične lastnosti. Bilo je ugotovljeno, da nečistote A, B, C, E, F, H, J in 
M kažejo negativne rezultate preizkušanja na mutagenost z obema metodama (Q)SAR. Za 
nečistote D1, D2 in I so pridobljeni negativni izidi preizkušanja v bakterijskem testu 
mutagenosti (25, 26). 
Poleg tega je vizualni pregled podatkovnih baz pridobljenih iz ekspertnih podatkov pokazal, 
da molekule nečistot atorvastatina nimajo nobenih objavljenih strukturnih opozoril. Na podlagi 
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soglasno negativne (Q)SAR napovedi je bilo ugotovljeno, da nečistote nimajo mutagenega 
potenciala in zato se uvrščajo v nečistote razreda 5 (25, 26). 
1.2. TEKOČINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE LOČLJIVOSTI (HPLC) 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) je najbolj uporabljena separacijska 
tehnika v farmacevtski industriji. Posamezne komponente zmesi raztopljene v mobilni fazi 
se ločujejo na osnovi različnih hitrosti eluiranja skozi kromatografsko kolono napolnjeno s 
stacionarno fazo. Posamezne komponente zmesi na izhodu iz kromatografske kolone 
detektiramo najpogosteje na osnovi sprememb fizikalnih lastnosti mobilne faze 
(npr. sprememba optične prepustnosti, refrakcijskega indeksa, električne prevodnosti). 
Sprememba analognega signala se nato pretvori v spremembo električnega signala ter 
ovrednoti in zabeleži z uporabo računalniškega programa. Metoda je nepogrešljiva za 
kvalitativno in kvantitativno analizo večine anorganskih in organskih spojin, ki so sestavine 
farmacevtskih izdelkov (27). 
Sistem tekočinskega kromatografa visoke ločljivosti je sestavljen iz rezervoarja za mobilno 
fazo, črpalke, injektorja za aplikacijo vzorca, kromatografske kolone, detektorja in 
zapisovalca signala. Shematsko je sistem HPLC prikazan na sliki 3. 
 
Slika 3:  Shema sistema za tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC). 
 
Mobilno fazo zaradi hlapnosti organskih topil, iz katerih je sestavljena, shranjujemo v dobro 
zaprtih posodah večinoma iz stekla (rezervoar mobilne faze). S tem lahko zagotavljamo, 
da med našim delom sestava mobilne faze ostane nespremenjena. Zaradi črpanja mobilne 
faze v rezervoarju nastaja podtlak, ki lahko moti delovanje črpalke, zato morajo imeti odduh. 
Tudi raztapljanje plinov v mobilni fazi, ki nastanejo s sproščanjem pri višji temperaturi 
črpalke, prekinjeno povzročijo nastajanje podtlaka in nastajanje motenj pri delovanju 























Mehurčki plina se lahko ujamejo tudi v detektorski celici in jih lahko izženemo s povečanim 
pretokom ali tlakom mobilne faze. Mobilno fazo je potrebno pred uporabo dobro odzračiti 
(to lahko naredimo s prepihovanjem z inertnim plinom ali z ultrazvokom) in prefiltrirati 
(skozi ustrezen 0,5 mm filter glede na sestavo mobilne faze) (28–31).  
Za enakomeren pretok mobilne faze skozi sistem skrbi črpalka. To je eden od najbolj 
občutljivih delov sistema. Stabilnost pretoka oziroma tlaka mobilne faze zagotavlja 
natančnost analize. Pretok mobilne faze vpliva na obliko in retencijske čase kromatografskih 
odzivov komponent zmesi, ki se eluirajo iz kromatografske kolone in na teoretično število 
podov (kot merilo učinkovitosti kromatografske kolone). Neenakomerno delovanje črpalke 
povzroča spremembo bazne linije in njen premik (28–31).  
Ločba v kromatografski koloni je kontinuiran proces. Vzorec je potrebno dozirati v čim 
manjšem deležu. Del kromatografskega sistema je injektor. Večinoma se uporabljajo 
injektorji z dozirnimi zankami. Dozirne zanke so točno določenega volumna. Lahko so 
interne zanke (imajo volumen od samo nekaj µL npr. 1 – 10 µL), eksterne zanke za analizno 
delo (zanke volumna 20 – 100 µL) ali zanke za preparativno delo (zanke volumna več kot 
100 µL). Injiciranje vzorca v kromatografski sistem je možna ročno in avtomatsko. Pri 
ročnem injiciranjem se uporabljajo dozirne igle (brizge), ki imajo graduacijo v µL in se 
večinoma uporabljajo za manjše volumne vzorca (do 10 µL). Čeprav so dozirne igle 
zadostno natančne imajo eno pomanjkljivost: notranja stena brizge je dokaj groba in se na 
njej lahko absorbira del injiciranega vzorca. Posledica tega je možna odpoved dozirne igle 
ali kontaminacija vzorca s prejšnjim vzorcem. Za kontinuirano delovanje kromatografskega 
sistema se večinoma uporablja avtomatski vzorčevalnik. Razen kontrolirane nastavitve 
načina, zaporedja in števila doziranja nam avtomatski vzorčevalnik omogoča derivatiziranje 
vzorcev (pred doziranjem ali predkolonsko derivatiziranje) (28–31). 
Najpomembnejši del kromatografskega sistema, v katerem se odvijajo procesi separacije, je 
kromatografska kolona. Izdelane so iz inertnih materialov z gladkimi notranjimi stenami, 
napolnjene so s stacionarno fazo in dobro zatesnjene, da zdržijo visoke pritiske. Večinoma 
so standardnih dimenzij. Včasih so se največkrat uporabljale kolone dolžine 250 mm, 
premera 4,6 mm napolnjene z delci stacionarne faze velikosti 5-10 µm. Danes so večinoma 
v uporabi kolone dolžine 150 mm napolnjene z delci velikosti 3 µm ali manj. Pri daljših 
kolonah prihaja do večjega padca tlaka v koloni, pri krajših je včasih problem slabša 
separacija. Tudi notranji premer kolone je zelo pomemben. Kolone z manjšim notranjim 
premerom lahko polnimo z manjšimi delci stacionarne faze. Take kolone večinoma 
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uporabljamo za hitre separacije in analize sledov spojin v vzorcu. Kolone z večjim premerom 
(nad 8 mm) se uporabljajo za separacije fermentacijskih zmesi. Zaradi velikega premera je 
pri njihovi uporabi potrebno zagotoviti ustrezen pretok mobilne faze. Na obeh koncih kolone 
imajo sintrane kovinske frite, ki preprečujeta izhajanje stacionarne faze. Če sta obe friti 
enaki, je dovoljeno kolono uporabljati obrnjeno v obeh smereh. Če pa sta različni (npr. 
izhodna frita iz poroznega teflona, ki lahko kompenzira posedanje nosilca), potem se taka 
kolona lahko uporablja samo v eno smer. Ena od najpomembnejših karakteristik kolone je 
»mrtvi volumen« (del kolone, skozi katerega potuje mobilna faza, a ne vsebuje stacionarno 
fazo), ki ne sme presegati 1 % volumna prazne kolone. Kromatografske kolone so z 
injektorjem in detektorjem povezane s kapilarnimi cevkami, ki so izdelane iz enakega 
materiala kot kolone. Tudi kapilare prispevajo k mrtvemu volumnu kromatografskega 
sistema in je potrebno paziti, da so čim krajše. Še en pomemben parameter kolone je njena 
temperatura, zato je potrebno skozi celotno analizo vzdrževati konstantno temperaturo 
kolone (termostatiranje kolone). Nenehno raztapljanje stacionarne faze v mobilni fazi 
(posebej pri višjih pH vrednostih) lahko povzroči padec ločljivosti in posedanje kolone. Ta 
problem lahko rešimo z uporabo predkolon, ki so praviloma krajše, napolnjene z isto 
stacionarno fazo a z nekoliko večjimi delci, da se prepreči porast tlaka na sami koloni. Pri 
uporabi predkolon se mobilna faza zasiti s stacionarno fazo, še preden doseže samo 
separacijsko kolono in lahko prestreže vse morebitne kontaminacije, ki jih povzroča mobilna 
faza ali vzorec sam. Če predkolono vstavimo med črpalko in injektorjem lahko le ta zmanjša 
pulzno delovanje batnih črpalk. Bolj pogosto predkolono vstavljamo neposredno pred 
separacijsko kolono. Slaba stran uporabe predkolon je, da zaradi povečanja mrtvega 
volumna prihaja do širjenja kromatografskih odzivov in podaljšanja časa separacije. 
Priporočena je uporaba predkolon pri analizah ekstraktov ali pri večjih serijah vzorcev (28–
31). 
Spremembo neke lastnosti ali fizikalne količine, ki nastane pri prehodu vzorca skozi 
pretočno celico, zazna del HPLC sistema, kateremu pravimo detektor. Obstaja več različnih 
vrst detektorjev, od katerih se največkrat uporabljajo: UV-VIS detektor, fluorescenčni 
detektor, detektor na električno prevodnost, elektro-kemijski detektor (ECD), detektor na 
refrakcijski indeks (RI), kulometrijski in voltametrijski detektor, masni detektor (MSD). 
Nekateri od naštetih detektorjev so specifični (npr. fluorescenčni, elektrokemijski), nekateri 
pa so nespecifični (npr. detektor na lomni količnik). Specifični detektorji so bolj občutljivi 
in dosežejo nižje meje zaznave. Izbira ustreznega detektorja je zelo pomembna. Pri tem je 
potrebno upoštevati, katere analite želimo določati in katere so morebitne motnje. Npr. za 
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spojine, ki imajo absorpcijske maksimume v območju valovnih dolžin med 210 in 300 nm, 
je zelo primerna izbira UV detektorja. Le ti so zaradi svoje enostavnosti, selektivnosti in 
občutljivosti najbolj pogosto uporabljeni detektorji. Delujejo na osnovi absorpcije svetlobe 
v vidnem in ultravijoličnem delu spektra. Imajo pa tudi nekatere pomanjkljivosti: veliko 
topil, ki se uporabljajo, lahko močno absorbirajo v istem območju kot določani analiti in 
dajejo previsok šum ozadja. UV detektorji so zelo občutljivi na pH raztopin vzorcev. Za 
spojine v vzorcih, ki lahko tvorijo redoks pare, je pravilna izbira elektrokemijski detektor. 
Za vzorce, ki nimajo kromoforjev ali ne tvorijo redoks parov, je primerna izbira detektorja 
detektor na refrakcijski indeks ali detektor na električno prevodnost (28–33). 
Sprejet signal iz detektorja je potrebno spremeniti iz električnega v analognega. Za to 
uporabljamo zapisovalce izmerjenega signala. Najprej so bili v uporabi enostavni 
zapisovalci kot so rekorderji in integratorji. Danes za zapisovanje sprejetega signala 
uporabljajo različni računalniki. Različni računalniški programi, ki jih danes v ta namen 
uporabljamo nam omogočajo ne samo skoraj nešteto možnosti obdelav sprejetega signala, 
shranjevanje podatkov ampak tudi popolno kontrolo delovanje vsakega posameznega dela 
sistema, kot tudi celotnega HPLC sistema (12, 28–33). 
1.3.VALIDACIJA ANALIZNE METODE 
Za preizkušanje kakovosti farmacevtskih izdelkov se uporabljajo različne analizne metode 
oziroma različne določitve, ki jih lahko razvrstimo v naslednje kategorije: 
- Analizne metode za kvantitativno določanje makro komponent v farmacevtskih 
učinkovinah in učinkovin v farmacevtskih izdelkih (vključno s konzervansi), 
-  Analizne metode za kvantitativno določanje nečistot v učinkovini in pomožnih snoveh 
oziroma določanje razpadnih produktov v farmacevtskih izdelkih (vključeno z limitni 
testi), 
- Analizne metode za določanje lastnosti (npr. preskus raztapljanja), 
- Kvalitativne analizne metode za namen identifikacije preiskovane substance v vzorcih. 
Ne glede na kategorijo uporabljene analizne metode je potrebno vsako metodo validirati. 
Validacija metode pomeni potrditev njene primernosti oziroma ustreznosti za določen namen. 
Tudi splošno uporabljene metode (npr. titracije, določevanje vode s Karl Fischer titracijo) je 
potrebno pred njeno uporabo preveriti njeno točnost in odsotnost motenj (interferenc), ki se 
lahko pojavijo pri njihovem izvajanju na neki zdravilni učinkovini, ekscipientu ali izdelku 
(12, 28–34).  
Pred začetkom izvajanja procesa validacije je potrebno najprej izdelati osnovni, splošni 
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krovni dokument oziroma načrt, v katerem predpišemo, na kakšen način bomo izvajali 
preverjanje ustreznosti analiznih metod, določimo obseg izvajanja preizkušanja metod, 
določimo način vrednotenja rezultatov preizkusov in določimo kriterije za spremljanje 
rezultatov preizkušenih metod. Ta dokument je Glavni validacijski načrt (ang. VMP – 
Validation Master Plan). Kot je že omenjeno, Glavni validacijski načrt je splošni dokument, 
ki vključuje preizkušanje vseh metod. VMP ni samo za preizkušanje metod, ampak se tudi 
uporablja za validacijo prostorov, opreme, itd.. Za vsako metodo posebej je potrebno izdelati 
nov dokument, ki se bo nanašal samo na posamezno analizno metodo, ki jo preizkušamo. Ta 
dokument je Validacijski protokol. V njem obrazložimo namen preizkušanja metode, 
predpišemo vse parametre, ki jih bomo za določeno metodo preizkusili, določimo kriterije 
sprejemljivosti metode, natančno opišemo vsak parameter preizkušanja vključno s pripravo 
aparature, nastavitve pogojev aparature, načrtovane eksperimente, priprave standardov, 
preizkušenih vzorcev. Ker se vsak validacijski protokol napiše za vsako posamezno metodo, 
ki jo preizkusimo, je potrebno zelo jasno in sledljivo navesti naslednje podatke: enoznačno 
referenčno število protokola, naziv postopka oziroma metode, katero preizkušamo, namen in 
princip metode, referenčno število metode, ki jo preizkušamo, ime in priimek (po možnosti 
še vlogo) avtorja validacijskega protokola in ime in priimek ter vlogo osebe, ki ta protokol 
odobri. Po odobritvi validacijskega protokola lahko izvedemo validacijo metode v skladu s 
protokolom. Na koncu preizkušanja metode zberemo vse rezultate, jih ovrednotimo v skladu 
s predpisanimi zahtevami in napišemo Validacijsko poročilo, ki mora obvezno vsebovati 
podatke o nazivu, principu in namenu preizkušene metode, referenčno številko metode, 
referenčno številko protokola, po katerem je bila validacija metode izvedena, ime in priimek 
(po možnosti in vlogo) osebe ali oseb, ki so izvajali validacijo, rezultate preizkušanja 
posameznih parametrov ocenjene po kriterijih predpisanih v validacijskem protokolu, ime in 
priimek ter vlogo osebe, ki odobri Validacijsko poročilo. Validacijsko poročilo mora na koncu 
vsebovati povzetek in zaključek preizkušene metode in oceno primernosti uporabe metode za 
njen namen (12, 28–34).  
Kot je že bilo omenjeno z validacijo metode preverjamo ali je preizkušena metoda primerna 
in ali ustreza svojem namenu. V sklopu validacije preverimo naslednje parametre: 
Specifičnost (ang. Specificity) / Selektivnost (ang. Selectivity) metode se pogosto uporabljata 
izmenično. Specifičnost je s strani ICH definirana kot sposobnost nedvoumne ocene 
analizirane snovi v prisotnosti sestavin (interferenc, kot so nečistote, razpadni produkti), ki jih 
lahko pričakujemo v analiziranem vzorcu. Nekateri avtorji favorizirajo izraz selektivnost z 
razlago, da metoda daje pravilne rezultate za vse analizirane snovi. Po njihovem mnenju 
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selektivne metode dajejo pravilne rezultate samo za eno analizirano snov, ostale sestavine pa 
lahko interferirajo med seboj. Če poenostavimo se izraz specifičnost v splošnem nanaša na 
metodo, ki zagotavlja odziv samo za en analit, medtem ko se izraz selektivnost nanaša na 
metodo, ki zagotavlja odzive za številne analite. Ker je zelo malo metod, ki dajejo odziv ne 
samo za en analit, je izraz selektivnost bolj primeren (29–31).  
Natančnost metode in meritev (ang. Precision of the method) predstavlja stopnjo 
ponovljivosti in natančnosti dobljenih rezultatov, če izvedemo večje število ponovitev analize 
pri nespremenjenih pogojih preizkušanja. Natančnost metode se lahko izvaja znotraj krajšega 
časovnega intervala, pri nespremenjeni pogojih preizkušanja (isti analitik, isti laboratorij in 
oprema, ista serijska številka uporabljeni topil in vzorcev…). Tej natančnosti oziroma 
ponovljivosti (ang. Repeatability) pravimo »natančnost znotraj dneva« (ang. Intra-day 
Precision). Natančnost metode lahko izvedemo tudi v daljšem časovnem intervalu na 
spremenjenih pogojih preizkušanja (analizo izvede različen analitik, druga oprema, druga 
serijska številka uporabljenih topil a enaka serijska številka vzorcev). Tako izvedeni 
natančnosti pravimo »vmesna natančnost« (ang. Intermediate Precision). Kadar želimo, da se 
nekatera metoda uporablja v različnih laboratorijih (v našem primeru je to prenos metode v 
farmakopejo), je potrebno preveriti »obnovljivost« (ang. Reproducibility) ali »Rigidnost« 
metode (ang. Inter-day Precision - Ruggedness) (29–33).  
Natančnost metode izvedemo na neodvisnem vzorcu (vsak vzorec se pripravi posebej od 
začetka do končne meritve) z najmanj devet ponovitev v celotnem območju metode (najmanj 
tri meritve za vsako koncentracijsko točko). Lahko tudi v šestih ponovitvah, če delamo z 
vzorcem pri specifikacijski mejni koncentraciji. Natančnost metode nato ovrednotimo s 
statističnimi metodami, kot sta standardni odklon (SD - ang. Standard Deviation) in relativni 
standardni odklon (RSD – ang. Relative Standard Deviation) (29–33). Pri izvedbi validacijske 
študije je kot del testa ustreznosti kromatografskega sistema (TUKS) potrebno izvesti 
ponovljivost meritev (najmanj 10 injiciranj) (30–31). 
Pri izvedbi validacije metode je potrebno določiti najmanjšo množino preiskovane spojine, 
katero lahko zaznamo (detektiramo) ne nujno pa tudi natančno ovrednotimo. Meja zaznave 
(LOD - ang. Limit of Detection) se lahko izrazi kot koncentracija preiskovane substance v 
različnih enotah (%, ppm, ppb). Mejo zaznave lahko odvisno od metode določimo z vizualno 
določitvijo (npr. pri ne-instrumentalnih metodah) ali kot določitev razmerja signal/šum (s/n – 
ang. Signal to Noise Ratio) pri metodah, ki omogočajo določitev šuma bazne linije. Pri 
slednjih se kot kriterij za oceno sprejemljivosti meje zaznave uporabi razmerje signal/šum 3 : 
1 ali 2 : 1. Pri meritvah signala se uporabijo nizke (minimalne) koncentracije preiskovane 
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substance, za merjenje šuma pa slepi vzorec. Mejo zaznavnosti lahko določimo tudi s 
standardnim odmikom meritev (σ) in naklonom kalibracijske krivulje (S). Mejo zaznave 
lahko izrazimo kot: LOD = (3,3 · σ) / S (12, 29–34). 
Meja vrednotenja / kvantifikacije (LOQ – ang. Limit of Quantitation) predstavlja najmanjšo 
množino preiskovane substance, ki jo lahko s sprejemljivo točnostjo in natančnostjo  
določimo. Tudi mejo vrednotenja lahko določimo vizualno ali kot določitev razmerja signal / 
šum, kateri običajno mora biti najmanj 10 : 1. Pri določanju meje vrednotenja s standardnim 
odmikom meritev (σ ) in naklonom kalibracijske krivulje (S). Velja enačba: LOQ = (10 · σ) / 
S. Zaradi različne višine nivoja šuma pri izvedbi preizkušanja na različnih detektorjih je 
potrebno zagotoviti, da določena najmanjša množina preiskovane snovi zares predstavlja 
mejo vrednotenja. Po priporočilih ICH se lahko določena najnižja vrednost meje vrednotenja 
zaokroži na razumljiv višji nivo in se označi kot meja poročanja (po ICH ang. Reporting 
Limit) (12, 29–34).  
Validacijski parameter, s katerim preverjamo odstopanje dobljenega rezultata od resnične 
vrednosti, je točnost metode (ang. Accuracy of the Method). Točnost metode mora 
zagotavljati verodostojnost rezultatov skozi celotno območje metode in se podaja kot 
izkoristek (ang. Recovery), izražen v %, relativni standardni odmik (RSD) pa predstavlja 
natančnost metode. Izračunamo ga iz vsebnosti določene z znano količino preiskovane 
spojine ali z razliko med povprečjem rezultata in pravo vrednostjo rezultata podano skupaj z 
intervalom zaupanja. ICH priporoča določanje točnosti z najmanj devet ponovitev (najmanj tri 
meritve za vsako koncentracijsko točko), ki pokriva celotno območje metode (29–33).  
Pri določitvah vsebnosti (v aktivnih substancah in izdelkih) se točnost metode izvaja s 
primerjavo z referenčnimi standardi ali kot primerjavo rezultatov z drugo dobro znano metodo 
s točno definirano točnostjo. Določitev izvedemo s sestavljenim vzorcem (točno določeni 
množini placeba dodamo znano množino analizirane substance v koncentracijskem območju 
predpisanim v validacijskem protokolu). Priporočljivo območje preverjanja točnosti za 
kromatografske metode je 80 %, 100 % in 120 % glede na deklarirano vrednost, vsako v 
najmanj treh ponovitvah (29–34). 
Pri določitvah nečistot (v spojinah in izdelkih) se točnost metode izvaja s primerjavo na 
referenčni standard nečistote, ki jo določamo. Določitev izvedemo s sestavljenim vzorcem 
(točno določeni množini placeba dodamo znano množino analizirane nečistote v 
koncentracijskem območju predpisanim v validacijskem protokolu). V primeru, ko nimamo 
na voljo standarda nečistote, rezultate primerjamo z rezultati druge neodvisne nečistote. 
Lahko izračunamo množino nečistote na osnovi primerjave odzivov nečistote z odzivom 
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znane množine učinkovine, pri čem je potrebno obvezno uporabljati odzivnostni faktor (29–
34). 
Sposobnost metode, da na določenem območju pridobi rezultate direktno (ali po točno 
določenem matematičnem preoblikovanju) sorazmerno koncentraciji analizirane snovi v 
vzorcih, predstavlja linearnost metode (ang. Linearity of the Method). Linearno razmerje 
med dobljenimi rezultati in koncentracijo analiza mora veljati v celotnem območju metode. 
Linearnost metode izvedemo z raztopino substance ki jo določamo. Lahko pripravimo eno 
osnovno (koncentrirano) raztopino substance in iz nje z redčenjem pripravimo raztopine za 
nižje koncentracijske točke, ali pa vsako posamezno raztopino pripravimo ločeno in v skladu 
z validacijskim protokolom. Linearnost metode lahko grafično prikažemo kot premico, na 
kateri prikažemo odvisnosti dobljenega signala kot funkcije koncentracije analizirane 
substance. Če je odvisnost linearna, ju je možno direktno ovrednotiti s statističnimi metodami, 
najpogosteje z izračunom regresijske premice z metodo najmanjših kvadratov. Včasih je 
potrebno pridobljene rezultate meritev najprej matematično preoblikovati in nato uporabiti 
statistične metode. Iz rezultatov regresijske premice je potrebno razen grafičnega prikaza 
preveriti vrednost korelacijskega koeficienta r, odseka na Y-osi (ang. Intercept), naklona 
regresijske premice (k) in vsoto kvadratov ostankov (ang. Residual sum squares). ICH 
priporoča določanje linearnosti v najmanj pet koncentracijskih točkah, ki pokrivajo celotno 
območje metode. Priporočljivo območje preverjanja linearnosti za metode določanja 
vsebnosti substanc in izdelkov je v območju od 80 % do 120 % deklarirane vsebnosti, za 
nečistote pa v območju od LOQ (najmanj pa od 50 %) do 120 % glede na specifikacijsko 
mejo (12, 29–34). 
Interval med najnižjo in najvišjo določeno množino snovi, ki jo lahko z nekatero metodo 
določamo in za katerega smo dokazali, da je ta metoda točna, ponovljiva, natančna in linearna, 
predstavlja območje metode. Izraža se v enakih enotah kot podajamo rezultate določitev 
(npr. %, ppm, ppb, µg/g, mg/g). Po navadi se območje določi iz linearnosti in točnosti metode, 
ter iz določitve meje vrednotenja. Iz tega izhaja, da je najmanjše območje metode določevanja 
vsebnosti (substance ali izdelka) od 80 % do 120 %, pri metodah določitve nečistot pa je 
najmanjše območje od meje vrednotenja (LOQ) oziroma meje poročanja (RL) do 120 % 
specifikacijske meje (12, 29–34). 
Primerljivost rezultatov pridobljenih pri spremenljivih pogojih izvedbe nekatere metode, kot 
so: različni laboratoriji, različni instrumenti, različni izvajalci, različne serije in proizvajalci 
reagentov in topil, različni časi izvedbe, parametrov okolja predstavlja rigidnost metode. 
Rigidnost metode se kaže kot občutljivost metode na spremembe okolja in operativnih 
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pogojev. Rigidnost metode izvedemo v različnih laboratorijih, lahko pa tudi v istem 
laboratoriju s pomočjo simulacije spremembe pogojev okolja in operativnih pogojev, vendar 
v skladu z validacijskim protokolom. Stopnjo rigidnosti metode določimo s primerjavo 
rezultatov glede na rezultate dobljene v normalnih pogojih (12, 29–34). 
Za doseganje parametrov testa ustreznosti kromatografskih sistemov (TUKS) je včasih 
potrebno narediti namerne manjše spremembe instrumentalnih parametrov predpisanih v 
metodi. Merilo, s katerim ovrednotimo neobčutljivost metode na te majhne spremembe, 
predstavlja robustnost metode. Spremembe instrumentalnih parametrov metode (npr. 
sprememba pH raztopin mobilne faze, sprememba sestave mobilne faze, uporaba različnih 
kromatografskih kolon) je potrebno predvideti in ovrednotiti že v razvojni fazi metode. 
Robustnost metode se lahko deloma zagotovi z dobro postavitvijo specificiranih sistemskih 
parametrov, ki morajo biti postavljeni ozko a hkrati realno. Če pa ugotovimo, da je metoda 
občutljiva na določene spremembe, je potrebno jasno navesti, da morajo biti instrumentalni 
pogoji strogo kontrolirani. Potrditev pravilno ovrednotene robustnosti metode je ustrezen test 
ustreznosti kromatografskega sistema (TUKS), ne glede kdaj je metoda uporabljena (12, 29–
33). 
Spojine lahko razpadejo že med pripravo raztopin vzorcev, shranjevanjem pripravljenih 
vzorcev v viali (v vzorčevalniku, hladilniku ali zamrzovalniku, na sobni temperaturi, na 
svetlobi), zato je treba pri razvoju metode raziskati stabilnost vzorcev in referenčnih spojin 
pri različnih pogojih. Test stabilnosti je zelo pomemben za oceno časovnega intervala 
priprave raztopin vzorcev in njihove analize na sistemu HPLC. Preizkus je treba izvajati v 
realnih pogojih shranjevanja vzorcev (svetloba, temperatura), ki se lahko pojavijo pri 
transportu, njihovem skladiščenju in pri analizi le teh, ker je stabilnost zdravilne učinkovine 
odvisna od pogojev shranjevanja, kemijskih lastnosti pomožnih snovi, ki so v zdravilu in 
stabilnosti celotne farmacevtske oblike v primarni ovojnini. Po končanem času shranjevanja 




2 NAMEN DELA 
Atorvastatin je ena izmed pomembnih zdravilnih učinkovin za zdravljenje dislipidemij in za 
preprečevanje bolezni srca in ožilja. Pri sintezi atorvastatina nastaja veliko nečistot. 
Ugotovljena je bila prisotnost dodatnih nečistot, ki jih do sedaj PhEur ni opisovala. Zato smo 
se odločili za razvoj nove analizne metode za kvantitativno določanje vsebnosti zdravilne 
učinkovine, ter vsebnosti čimveč razpadnih produktov v zdravilni učinkovini atorvastatin 
kalcij. Za novo analizno metodo je s postopki validacijske metode potrebno preveriti ali je 
primerna in ustreza svojemu namenu. Potrebno je potrditi, da je  razvita metoda selektivna 
na vse nečistote in da daje točne in natančne rezultate ter je primerna za preizkušanje vseh 
obstoječih proizvajalcev atorvastatina. Trenutno veljavna metoda v Evropski farmakopeji ni 
selektivna na vse trenutno znane nečistote atorvastatina na trgu. 
Validicijo analizne metode (HPLC) bomo izvedli po ICH smernicah. Potrdili bomo ali 
metoda ustreza namenu njene uporabe. Določili in potrdili bomo najpomembnejše 
parametre potrebne za validacijo analitske metode. Pri tem bomo preverjali validacijske 
parametre, ki natančno odražajo kakovostne značilnosti preizkušenega proizvoda za 
atorvastatin kalcij: specifičnost, linearnost, mejo zaznave in določitve, natančnost in 
stabilnost. V drugi fazi bomo izvajali z validirano metodo vrednotenje vzorcev različnih 
proizvajalcev atorvastatina. 
Po uspešnem preizkušanju v izbranih laboratorijih farmakopeje je razvita analitska metoda 









• Dodatno prečiščena voda, DPV (prevodnost ≤ 0,1 µS/cm, (ELGA Chorus 1, Združeno 
kraljestvo, ChemiLab d.o.o., Ljubljana) 
• Acetonitril, CH3CN, HPLC čistost, J.T. Baker, Poljska, 8143 
• Amonijev acetat, CH3COONH4, ≥ 98 %, Fluka,, Nemčija, G335A 
• Amonijev format, HCOONH4, ≥ 99.995 %, Sigma-Aldrich, Nemčija, MKCH0472 
• Metanojska kislina (Mravljična kislina), HCOOH, 99 %, Carlo Erba, Francija, 405792 
• Tetrahidofuran, C4H3O, za analizo, Merck, Nemčija, I1031701923 
 
3.1.2 Vzorci (uporabljeni kot delovni standardi) in nečistote (uporabljeni kot 
identifikacijski standardi) 
• Atorvastatin calcium trihydrate (PhEur), Sinochem, Indija, Koda vzorca: 62071, 
Serija: M110159 
• Atorvastatin calcium trihydrate (PhEur), Ind-Swift, Indija, Koda vzorca: 64438, 
Serija: H037040022 
• Atorvastatin impurity A (PhEur), Pfizer, ZDA, Koda vzorca: 62509, Serija: 140340-
QCS 
• Atorvastatin impurity B (PhEur), Topharman, Kitajska, Koda vzorca: 64993, Serija: 
17042501V7194 
• Atorvastatin impurity C (PhEur), Pfizer, ZDA, Koda vzorca: 55662, Serija: AXH-XI-
14-P-02 
• Atorvastatin calcium impurity D1 (PhEur), Pfizer, ZDA, Koda vzorca: 62424, Serija: 
CSK-PF-1-004 
• Atorvastatin impurity E (PhEur), GVK Bioscience, Indija, Koda vzorca: 66959, Serija: 
EDQ-07-018-CS 
• Atorvastatin impurity F (PhEur), Biocon, Indija, Koda vzorca: 56186, Serija: 
CF/14/1097/0022 
• Atorvastatin impurity G (PhEur), Morepen, Indija, Koda vzorca: 62171, Serija: AT10-
OM-200852 
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• Atorvastatin impurity H (PhEur), Pfizer, ZDA, Koda vzorca: 55664, Serija: 02003-
QCS-18 
• Atorvastatin impurity I (PhEur), Morepen, Indija, Koda vzorca: 62173, Serija: AT08-
200238 
• Atorvastatin impurity J (PhEur), Teva Tapi, Izrael, Koda vzorca: 64997, Serija: 
7854ST13-MCO-2-603 
• Atorvastatin impurity K (PhEur), Ind-Swift, Indija, Koda vzorca: 64442, Serija: 
GS/929/ATC-methylester/40 
• Atorvastatin impurity M (PhEur), Teva Tapi, Izrael, Koda vzorca: 48613, Serija: 
7855ST03-AE-393-AC-3 
• Atorvastatin impurity N (PhEur), Morepen, Indija, Koda vzorca: 62167, Serija: AT9A-
200825 
• Atorvastatin impurity O (PhEur), Biocon, Indija, Koda vzorca: 42071, Serija: 
IM900025 
• Atorvastatin impurity P (PhEur), Morepen, Indija, Koda vzorca: 62168, Serija: AT8-
Ca-200830-P 
• Atorvastatin impurity Q (PhEur), Mylan, Indija, Koda vzorca: 63372, Serija: 
ADL/2898(111)/0415 
 
3.1.3 Vzorci zdravilnih učinkovin za analizo 
• Atorvastatin calcium trihydrate (PhEur), Sinochem, Kitajska, Koda vzorca: 62071, 
Serija: M110159 
• Atorvastatin calcium trihydrate (PhEur), Ind-Swift, Indija, Koda vzorca: 64438, 
Serija: H037040022 
• Atorvastatin calcium (PhEur), Pfizer, ZDA, Koda vzorca: 34956, Serija: FTC-06-0004 
• Atorvastatin calcium trihydrate (PhEur), Sinochem, Kitajska, Koda vzorca: 62070, 
Serija: M110158 
• Atorvastatin calcium trihydrate (Form I) (PhEur), Lek, Slovenija, Koda vzorca: 40068, 
Serija: B013866AA 
• Atorvastatin calcium IPA solvate (Form VIII) (PhEur), Teva Tapi, Izrael, Koda vzorca: 
43039, Serija: 785305210 
• Atorvastatin calcium (Amorphous) (PhEur), Dr. Reddy’s, Indija, Koda vzorca: 40463, 
Serija: ABCH005106 
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• Atorvastatin calcium IPA solvate (Form VIII) (PhEur), Teva Tapi, Izrael, Koda vzorca: 
43040, Serija: 785304810 
• Atorvastatin calcium hydrate (Form V) (PhEur), Teva Tapi, Izrael, Koda vzorca: 
43041, Serija: 786600610 
• Atorvastatin calcium crystalline (PhEur), Biocon, Indija, Koda vzorca: 46421, Serija: 
SH-B11-01-736 
• Atorvastatin calcium trihydrate (Form I) (PhEur), MSN, Indija, Koda vzorca: 62591, 
Serija: AC10790616 
• Atorvastatin calcium (PhEur), Krka, Slovenija, Koda vzorca: 62677, Serija: B61089 
• Atorvastatin calcium trihydrate (Form I) (PhEur), Mylan, Indija, Koda vzorca: 63364, 
Serija: 20055257 
• Atorvastatin calcium salt (PhEur), Krka, Slovenija, Koda vzorca: 62679, Serija: 
K55601 
• Atorvastatin calcium trihydrate (Form I) (PhEur), Aurobindo, Indija, Koda vzorca: 
63141, Serija: 1501103893 
• Atorvastatin calcium hemihydrate (Form P) (PhEur), Dr. Reddy’s, Indija, Koda vzorca: 
40459, Serija: ABCH005300 
• Atorvastatin calcium IPA solvate (Form VIII) (PhEur), Teva Tapi, Izrael, Koda vzorca: 
43038, Serija: 785305110 
• Atorvastatin calcium trihydrate (PhEur), Zhejiang hangbei, Kitajska, Koda vzorca: 
62692, Serija: 215-001-150101 
• Atorvastatin calcium amorphous (PhEur), Biocon, Indija, Koda vzorca: 46418, Serija: 
SH-B11-01-617 
• Atorvastatin calcium (PhEur), Hisun, Kitajska, Koda vzorca: 62255, Serija: C150903 
 
3.1.4 Naprave in oprema 
• pH meter – Seven multi (Mettler Toledo, Švica) 
• Analitska tehtnica XP1203S/M (Mettler Toledo, Švica) 
• Precizna tehtnica XPE 205/M in XP 205, (Mettler Toledo, Švica) 
• Mikro tehtnica XP6/M, (Mettler Toledo, Švica) 
• Elektronska pipeta HandyStep® (Electronic, Nemčija) 
• Digestorij 
• Ultrazvočna kopel (Bronson, Nizozemska) 
• steklovina (čaše, ladjice za tehtanje, merilni valji, merilne bučke, viale, merilne 
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bučke) 
• ostalo: spatule, magneti, plastične kapalke, nastavki za elektronsko pipeto 
• HPLC sistem 1: Agilent 1200 (Agilent Techologies, ZDA), binarna črpalka: 
DE62969459, avtomatski vzorčevalnik: DE64557697, detektor: DE82800254 (VWD 
= Variable Wavelength Detector, variabilni UV detektor) 
• HPLC sistem 2: Agilent 1260 Infinity (Agilent Techologies, ZDA), binarna črpalka: 
DEAB712764, avtomatski vzorčevalnik: DEACI00127, detektor: DEAAY01081 
(MWD = Multiple Wavelength Detector, UV detektor večih valovnih dolžin hkrati) 
• HPLC sistem 3: Agilent 1260 (Agilent Techologies, ZDA), binarna črpalka: 
DEAB706550, avtomatski vzorčevalnik: DEADA00111, detektor: DEAA306658 
(MWD/DAD = Multiple Wavelength Detector/Diode Array detector, UV detektor 
večih valovnih dolžin hkrati/detektor z nizom diod) 
• Kolona PHENOMENEX Synergi POLAR RP, 4 µm, 250 × 4.6 mm, S/N: H17-
237470, (Phenomenex, ZDA) 
• Kolona PHENOMENEX Synergi POLAR RP, 4 µm, 250 × 4.6 mm, S/N: H18-
027691, (Phenomenex, ZDA) 
• Kolona PHENOMENEX Synergi POLAR RP, 4 µm, 250 × 4.6 mm, S/N: H17-
240280, (Phenomenex, ZDA) 
• Kolona PHENOMENEX Synergi POLAR RP, 4 µm, 250 × 4.6 mm, S/N: H18-
027690, (Phenomenex, ZDA) 
 
3.1.5 Program za obdelavo podatkov 
Kromatografske podatke smo ovrednotili z avtomatsko integracijo v programu Agilent 





3.2.1 Analizni postopek in protokol 
Pred začetkom validacije smo zapisali analizni postopek v strukturiran dokument po 
smernicah, ki jim sledijo v laboratorijih GMP (Priloga B). Na podlagi tega analiznega 
postopka smo nato zapisali protokol za izvedbo validacije.  
 
3.2.2 Priprava osnovnih raztopin 
3.2.2.1 Priprava raztopine pufra pH = 5,0 
V 950 mL dodatno prečiščene vode (DPV) smo raztopili 0,35 g amonijevega acetata 
(CH3COONH4) in 2,84 g amonijevega formata (HCOONH4). Z 20 % (V/V) raztopino 
metanojske kisline smo pH umerili na 5,0 ± 0,05. Nato smo dobljeno raztopino prelili v 
1000 mL merilno bučo, dopolnili do oznake z DPV in premešali. 
3.2.2.2 Priprava topila 
Zmešali smo raztopino pufra pH = 5,0, acetonitrila in tetrahidrofurana v razmerju 35 : 60 : 5 
(V/V/V).  
3.2.2.3 Priprava mobilne faze A 
Zmešali smo raztopino pufra pH = 5,0 in acetonitrila v razmerju 670 : 330 (V/V). 
3.2.2.4 Priprava standardne raztopine za določanje vsebnosti atorvastatin kalcija 500 µg/mL 
V 50 mL merilno bučko smo zatehtali približno 25 mg delovnega standarda (atorvastatin 
kalcija), dodali topilo in raztopili s pomočjo ultrazvočne kopeli. 
3.2.2.5 Priprava standardne raztopine za določanje vsebnosti razpadnih produktov 
0,5 µg/mL  
V 100 mL merilno bučko smo odpipetirali 1,0 mL standardne raztopine za določanje 
vsebnosti, dopolnili do oznake s topilom in dobro premešali. 
1,0 mL tako dobljene raztopine smo nato prenesli v 10,0 mL merilno bučko, dopolnili do 
oznake s topilom in dobro premešali. 
3.2.2.6 Priprava raztopine za občutljivost sistema 0,25 µg/mL 
V 10,0 mL merilno bučko smo prenesli 5,0 mL standardne raztopine za določitev razpadnih 
produktov, dopolnili do oznake s topilom in dobro premešali. 
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3.2.2.7 Priprava raztopine za identifikacijo razpadnih produktov 
V 50,0 mL merilno bučko smo natehtali okoli 2,5 mg atorvastatin kalcija delovnega standarda, 
2,5 mg atorvastatin nečistote A CRS (kontrolirani referenčni standard), 2,5 mg atorvastatin 
nečistote B CRS, 2,5 mg atorvastatin nečistote C CRS, 2,5 mg atorvastatin nečistote D CRS, 
2,5 mg atorvastatin nečistote F CRS in 2,5 mg atorvastatin nečistote H CRS, dodali topilo in 
raztopili s pomočjo ultrazvočne kopeli. Dopolnili do oznake s topilom in dobro premešali. 
3.2.2.8 Priprava raztopine vzorca 500 µg/mL 
V 50,0 mL merilno bučko smo natehtali okoli 25 mg atorvastatin kalcija substance, dodali 
topilo in raztopili s pomočjo ultrazvočne kopeli. Dopolnili do oznake s topilom in dobro 
premešali. 
 
3.2.3 Validacija analizne metode in priprava dodatnih raztopin 
Metodo za kvantitativno določanje vsebnosti atorvastatin kalcija in vsebnosti razpadnih 
produktov atorvastatina v atorvastatin kalciju smo validirali s spremljanjem specifičnosti, 
linearnosti, meje zaznave in določanja, natančnosti, točnosti, delovnega območja in 
robustnosti analizne metode (stabilnost standardne raztopine in vzorca). 
3.2.3.1 Priprava osnovne raztopine nečistote oz. razpadnega produkta 25 µg/mL 
V 50,0 mL merilno bučko smo natehtali okoli 1,25 mg izbranega razpadnega produkta 
oziroma nečistote, dodali topilo in raztopili s pomočjo ultrazvočne kopeli. Dopolnili smo 
raztopino do oznake s topilom in dobro premešali. 
Preglednica II: Seznam osnovnih raztopin nečistot 
 
Razpadni produkt oz. nečistota Oznaka raztopine 
Nečistota A SSA 
Nečistota B SSB 
Nečistota C SSC 
Nečistota D SSD 
Nečistota E SSE 
Nečistota F SSF 
Nečistota G SSG 
Nečistota H SSH 
Nečistota I SSI 
Nečistota J SSJ 
Nečistota K SSK 
Nečistota M SSM 
Nečistota N SSN 
Nečistota O SSO 
Nečistota P SSP 
Nečistota Q SSQ 
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3.2.3.2 Priprava raztopin za test linearnosti in točnosti za določanje vsebnosti atorvastatin 
kalcija 
Za test linearnosti in točnosti za določanje vsebnosti smo pripravili v treh paralelkah osnovno 
raztopino standarda atorvastatin kalcija (LINEAR_VS) 5000 µg/mL. Nato smo te osnovne 
raztopine ustrezno redčili, da smo dobili koncentracije v želenem razponu.  
Osnovna raztopina LINEAR_VS 5000 µg/mL 
V 20,0 mL merilno bučko smo natehtali okoli 100 mg atorvastatin kalcija delovnega 
standarda, dodali topilo in raztopili s pomočjo ultrazvočne kopeli. Dopolnili do oznake s 
topilom in dobro premešali. 
Raztopine za linearnost in točnost za določanje vsebnosti atorvastatin kalcija 
V 20,0 mL merilno bučko smo prenesli ustrezno količino X (mL) osnovne raztopine 
LINEAR_VS glede na preglednico III, dopolnili do oznake s topilom in dobro premešali. 
Preglednica III: Prikaz priprave raztopin za test linearnosti in točnosti za določanje vsebnosti 
 
Oznaka raztopine 
%* c (µg/mL) X (mL) 
Linearnost Točnost 
LA1 ACC1 80 400 1,6 
LA2 / 90 450 1,8 
LA3 ACC2 100 500 2,0 
LA4 / 110 550 2,2 
LA5 ACC3 120 600 2,4 
* glede na koncentracijo atorvastatina v raztopini vzorca 
 
3.2.3.3 Priprava raztopin za test linearnosti za določanje razpadnih produktov 
Test linearnosti za določanje razpadnih produktov smo razdelili na tri dele. V prvem delu smo 
izvedli linearnost za specificirane nečistote (SSA, SSB, SSC, SSD, SSF in SSH), medtem ko 
smo v drugem (SSO, SSG, SSK, SSM in SSI) in tretjem (SSQ, SSJ, SSP in SSN) delu izvedli 
test linearnosti za nespecificirane nečistote. Nečistote smo razdelili v tri sklope na podlagi 
pripadajočih retencijskih časov v izogib temu, da se katere izmed nečistot ne bi prekrivale in 
v kolikor bi katera nečistota imela dva odziva. V vsakem delu smo dodali glavno komponento 
atorvastatin kalcij. Meja določljivosti oz. meja kvantifikacije (LOQ) je najmanjša količina 
analita v vzorcu in je lahko enaka meji poročanja. Kot najnižjo koncentracijsko točko za 
atorvastatin in njegove nečistote smo predvideli mejo poročanja, ki je 0,05 % glede na 
koncentracijo atorvastatina v vzorcu. Test linearnosti je bil izveden za atorvastatin in njegove 
nečistote v območju od meje podajanja (0,05 %) do približno 0,5 % glede na koncentracijo 
atorvastatina v vzorcu za specificirane nečistote in do približno 0,2 % glede na koncentracijo 
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atorvastatina v vzorcu za nespecificirane nečistote. 
Iz rezultatov testa linearnosti smo izračunali faktorje odzivnosti in LOD ter LOQ. 
 
Za test linearnosti smo pripravili v treh paralelkah osnovno raztopino standarda atorvastatin 
kalcija (LINEAR_SS) 25 µg/mL in v treh paralelkah osnovne raztopine nečistot (SSA, SSB, 
SSC, SSD, SSF, SSH, SSO, SSG, SSK, SSM, SSI, SSQ, SSJ, SSP IN SSN). Nato smo te 
osnovne raztopine ustrezno redčili, da smo dobili koncentracije v želenem razponu. 
Osnovna raztopina LINEAR_SS 25 µg/mL 
V 200,0 mL merilno bučko smo natehtali okoli 5,0 mg delovnega standarda atorvastatin 
kalcija, dodali topilo in raztopili s pomočjo ultrazvočne kopeli, dopolnili do oznake s topilom 
in dobro premešali. 
1. Raztopine za linearnost za določanje razpadnih produktov (za atorvastatin in 
specificirane nečistote) 
V 50,0 mL merilno bučko smo prenesli ustrezno količino X (µL) osnovne raztopine 
LINEAR_SS in enako količino vsake posamezne osnovne raztopine specificirane nečistote 
(SSA, SSB, SSC, SSD, SSF in SSH) glede na preglednico IV, dopolnili do oznake s topilom 
in dobro premešali. 
Preglednica IV: Prikaz priprave raztopin za test linearnosti za določanje razpadnih produktov (za 
atorvastatin in specificirane nečistote) 
 
Oznaka raztopine %* c (µg/mL) X (µL) 
LB1 0,05 0,25 500 
LB2 0,10 0,50 1000 
LB3 0,15 0,75 1500 
LB4 0,20 1,0 2000 
LB5 0,25 1,25 2500 
LB6 0,50 2,5 5000 
* glede na koncentracijo atorvastatina v raztopini vzorca 
 
2. Raztopine za linearnost za določanje razpadnih produktov (za atorvastatin in 
nespecificirane nečistote O, G, K, M in I) 
V 50,0 mL merilno bučko smo prenesli ustrezno količino X (µL) osnovne raztopine 
LINEAR_SS in enako količino vsake posamezne osnovne raztopine nespecificirane nečistote 
(SSO, SSG, SSK, SSM in SSI) glede na preglednico V, dopolnili do oznake s topilom in 
dobro premešali. 
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Preglednica V: Prikaz priprave raztopin za test linearnosti za določanje razpadnih produktov (za 
atorvastatin in nespecificirane nečistote O, G, K, M in I) 
 
Oznaka raztopine %* c (µg/mL) X (µL) 
LC1 0,05 0,25 500 
LC2 0,08 0,40 800 
LC3 0,10 0,50 1000 
LC4 0,15 0,75 1500 
LC5 0,20 1,00 2000 
* glede na koncentracijo atorvastatina v raztopini vzorca 
 
3. Raztopine za linearnost za določanje razpadnih produktov (za atorvastatin in 
nespecificirane nečistote Q, J, P in N) 
V 50,0 mL merilno bučko smo prenesli ustrezno količino X (µL) osnovne raztopine 
LINEAR_SS in enako količino vsake posamezne osnovne raztopine nespecificirane nečistote 
(SSQ, SSJ, SSP in SSN) glede na preglednico VI, dopolnili do oznake s topilom in dobro 
premešali. 
Preglednica VI: Prikaz priprave raztopin za test linearnosti za določanje razpadnih produktov (za 
atorvastatin in nespecificirane nečistote Q, J, P in N) 
 
Oznaka raztopine %* c (µg/mL) X (µL) 
LD1 0,05 0,25 500 
LD2 0,08 0,40 800 
LD3 0,10 0,50 1000 
LD4 0,15 0,75 1500 
LD5 0,20 1,00 2000 
* glede na koncentracijo atorvastatina v raztopini vzorca 
 
3.2.3.4 Priprava raztopin za test specifičnosti (ang. specificity) 
Za dokaz specifičnosti metode smo uporabili: 
• topilo 
• mobilno fazo A 
• mobilno fazo B 
• mobilno fazo C 
• raztopina za občutljivost sistema 0,25 µg/mL (S/N) 
• standardna raztopina za določanje vsebnosti 500 µg/mL 
• standardna raztopina za določanje razpadnih produktov 0,5 µg/mL 
• raztopina za identifikacijo razpadnih produktov (ID) 
• raztopina vzorca 
• raztopina vzorca z dodanimi specificiranimi nečistotami na njihovi specifikacijski 
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meji 
• raztopina vzorca z dodanimi specificiranimi in nespecificiranimi nečistotami na 
njihovi specifikacijski meji 
• raztopina nečistote oz razpadnega produkta na specifikacijski meji: 
- raztopina atorvastatin nečistota A, 0,3 % glede na koncentracijo atorvastatina v 
vzorcu 
- raztopina atorvastatin nečistota B, 0,15 % glede na koncentracijo atorvastatina v 
vzorcu 
- raztopina atorvastatin nečistota C, 0,15 % glede na koncentracijo atorvastatina v 
vzorcu 
- raztopina atorvastatin nečistota D, 0,2 % glede na koncentracijo atorvastatina v 
vzorcu 
- raztopina atorvastatin nečistota E, 0,3 % glede na koncentracijo atorvastatina v 
vzorcu 
- raztopina atorvastatin nečistota F, 0,15 % glede na koncentracijo atorvastatina v 
vzorcu 
- raztopina atorvastatin nečistota G, 0,10 % glede na koncentracijo atorvastatina v 
vzorcu 
- raztopina atorvastatin nečistota H, 0,15 % glede na koncentracijo atorvastatina v 
vzorcu 
- raztopina atorvastatin nečistota I, 0,10 % glede na koncentracijo atorvastatina v 
vzorcu 
- raztopina atorvastatin nečistota J, 0,10 % glede na koncentracijo atorvastatina v 
vzorcu 
- raztopina atorvastatin nečistota K, 0,10 % glede na koncentracijo atorvastatina v 
vzorcu 
- raztopina atorvastatin nečistota M, 0,10 % glede na koncentracijo atorvastatina v 
vzorcu 
- raztopina atorvastatin nečistota N, 0,10 % glede na koncentracijo atorvastatina v 
vzorcu 
- raztopina atorvastatin nečistota O, 0,10 % glede na koncentracijo atorvastatina v 
vzorcu 
- raztopina atorvastatin nečistota P, 0,10 % glede na koncentracijo atorvastatina v 
vzorcu 








Priprava 0,10 % raztopin nečistot (G, I, J, K, M, N, O, P in Q) 
Prenesli smo 1,0 mL ustrezne osnovne raztopine nečistote (SSG, SSI, SSJ, SSK, SSM, SSN, 
SSO, SSP ali SSQ) v 50,0 mL merilno bučko in dodali topilo do oznake volumna. Dobro 
premešali. 
Preglednica VII: Seznam 0,10 % raztopin nečistot (G, I, J, K, M, N, O, P in Q) 
 
Razpadni produkt oz. nečistota Oznaka raztopine 
Nečistota G SSG 
Nečistota I SSI 
Nečistota J SSJ 
Nečistota K SSK 
Nečistota M SSM 
Nečistota N SSN 
Nečistota O SSO 
Nečistota P SSP 
Nečistota Q SSQ 
 
Priprava 0,15 % raztopin nečistot (B, C, F in H) 
Prenesli smo 1,5 mL ustrezne osnovne raztopine nečistote (SSB, SSC, SSF ali SSH) v 
50,0 mL merilno bučko in dodali topilo do oznake volumna. Dobro premešali. 
Preglednica VIII: Seznam 0,15 % raztopin nečistot (B, C, F in H) 
 
Razpadni produkt oz. nečistota Oznaka raztopine 
Nečistota B SB 
Nečistota C SC 
Nečistota F SF 
Nečistota H SH 
 
Priprava 0,2 % raztopine nečistote D 
Prenesli smo 2,0 mL osnovne raztopine nečistote SSD v 50,0 mL merilno bučko in dodali 
topilo do oznake volumna. Dobro premešali (SD). 
Priprava 0,3 % raztopin nečistot (A in E) 
Prenesli smo 3,0 mL ustrezne osnovne raztopine nečistote (SSA ali SSE) v 50,0 mL merilno 
bučko in dodali topilo do oznake volumna ter dobro premešali. 
Preglednica IX: Seznam 0,15 % raztopin nečistot (A in E) 
 
Razpadni produkt oz. nečistota Oznaka raztopine 
Nečistota A SA 
Nečistota E SE 
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Priprava raztopine vzorca z dodanimi specificiranimi nečistotami 500 µg/mL 
V 50,0 mL merilno bučko smo natehtali okoli 25 mg atorvastatin kalcij substance, dodali 
približno 25 mL topila in raztopili s pomočjo ultrazvočne kopeli. Nato smo dodali 1,5 mL 
vsake osnovne raztopine nečistote SSB, SSC, SSF in SSH, 2,0 mL osnovne raztopine 
nečistote SSD in 3,0 mL osnovne raztopine nečistote SSA, dopolnili do oznake s topilom in 
dobro premešali. 
 
Priprava raztopine vzorca z dodanimi specificiranimi in nespecificiranimi nečistotami 
vključno z atorvastatin nečistoto E 500 µg/mL 
V 50,0 mL merilno bučko smo natehtali okoli 25 mg atorvastatin kalcij substance, dodali 
približno 25 mL topila in raztopili s pomočjo ultrazvočne kopeli. Nato smo dodali 1,0 mL 
vsake osnovne raztopine nečistote SSG, SSI, SSJ, SSK, SSM, SSN, SSO, SSP in SSQ, 1,5 
mL vsake osnovne raztopine nečistote SSB, SSC, SSF in SSH, 2,0 mL osnovne raztopine 
nečistote SSD in 3,0 mL osnovne raztopine nečistote SSA in SSE, dopolnili do oznake s 
topilom in dobro premešali. 
 
3.2.4 Kromatografski pogoji 
Preglednica X prikazuje kromatografske pogoje skupaj s prikazom gradienta, ki so bili 
uporabljeni za izvedbo preizkušanja analizne metode za spremljanje vsebnosti aktivne 
učinkovine in vsebnosti nečistot učinkovine atorvastatin kalcij in kromatografske pogoje ter 
gradient iz trenutno veljavne PhEur metode za atorvastatin kalcij trihidrat (22). 
Preglednica X: Prikaz kromatografskih pogojev skupaj s prikazom gradienta (22) 
 
 




PHENOMENEX Synergi POLAR RP 
250 × 4,6 mm, 5 µm 
250 × 4,6 mm, 5 µm 
Volumen 
injiciranja 
15 µL  20 µL 
Pretok mobilne 
faze 
1,1 mL/min  1,5 mL/min 
Temperatura 
kolone 
40 °C  35 °C 
Temperatura 
vzorčevalnika 
4 °C  sobna temperatura 
Čas 
kromatografije 
66 minut  85 minut 
Valovna dolžina 
detekcije [nm] 
254 nm  244 nm 
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Mobilna faza A 
pufer pH 5,0 : acetonitril = 670 : 330 (V/V) 
 
tetrahidrofuran : acetonitril : amonijev 
pufer s pH = 5,0 = 
120 :210 : 670 (V/V/V) 
Mobilna faza B 
acetonitril 
 
tetrahidrofuran : amonijev pufer s pH = 
5,0 : acetonitril = 
120 :270 : 610 (V/V/V) 
Mobilna faza C tetrahidrofuran  / 
Gradient 
Čas (minute) % MFA % MFB % MFC Čas (minute) % MFA % MFB 
0 91 0 9 0 100 0 
15 91 6 3 40 100 0 
20 82 16 2 70 20 80 
25 82 16 2 85 0 100 







55 32 66 2 
56 91 0 9 
66 91 0 9 
 
3.2.5 Validacija HPLC metode 
Validacija HPLC metode je dokumentiran postopek, ki z visoko stopnjo zanesljivosti 
zagotavlja, da bo določena analitska metoda podala rezultate, ki natančno odražajo 
kakovostne značilnosti preizkušenega proizvoda in ustrezala namenu uporabe. Pri validaciji 
metode je potrebna določitev minimalnih kriterijev, katerim mora metoda zadostiti. Potrebno 
je preizkusiti pomembnejše parametre validacije: linearnost in točnost metode, natančnost in 
specifičnost metode, mejo zaznavnosti, mejo določljivosti, delovno območje, robustnost in 
ustreznost sistema (27). 
Cilj validacije je, da je analizni postopek ustrezen za svoj namen, zato ni potrebno preizkušati 
vseh parametrov. Preizkusimo samo parametre, s katerimi zagotovimo ustreznost naše 
analitske metode. 
Za izvedbo vseh preizkušenih parametrov smo se ravnali po ICH Q2 (R1) smernicah (14) in 
FDA smernicah (34), ki prikazujejo priporočene pogoje za izvedbo analiz. Na sliki 4 so 
predstavljeni vsi koraki pri validaciji HPLC metode. 
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Slika 4:  Pregled vseh korakov validacije HPLC metode. 
 
3.2.6 Statistična obdelava podatkov 
Za statistično obdelavo smo uporabili programsko opremo Microsoft Office Excel 2016 
(Windows). 
Pri linernosti metode smo rezultate ovrednotili z linearnim odzivom t.j. linearno regresijo, 
kjer smo določili korelacijski koeficient, presečišče z y-osjo ter naklon krivulje. Umeritveno 
premico smo narisali z uporabo matematične transformacije. Enačba linearne funkcije je y = 
kx + n, kjer y predstavlja površino pod premico, n presečišče z ordinato, k naklon krivulje, x 
pa koncentracijo vzorca. Izračunano vrednost presečišča z y osjo (odsek v %) pri zahtevani 
koncentraciji predstavlja enačba 1. 
 
Enačba 1: Izračun presečišča z ordinato 
TCA (100%) … površina pod krivuljo pri 100 % koncentraciji (ang. Area at validation target) 
 
Preostali standardni odklon (ali preostala standardna napaka ali rezidualna standardna 






























 meja zaznavnosti 
meja določljivosti 















linearni regresijski model ustreza podatkom. Drugi način za oceno te dobre ustreznosti je 
koeficient determinacije R2. 
Mejo zaznave LOD in mejo vrednotenja LOQ smo izračunali s standardno deviacijo odseka 
na ordinati in naklonom umeritvene premice (enačba 2): 
𝜎 =  
𝑆𝑁
√𝑛
              
Enačba 2: Izračun LOD in LOQ 
…standardna deviacija odseka na ordinati  
SN ...standardna napaka linearne regresijske ocene 
n ... število meritev 
S…naklon umeritvene premice 
Relativna standardna deviacija (enačba 3): 
       
     Enačba 3: Izračun relativne standardne deviacije 
Xi…posamezna meritev         X̅...povprečna vrednost meritev         N…število meritev 
Izračun absolutne (AR (ang. absolute difference)) ali relativne razlike (RD, (ang. relative 
difference)) % odzivov (enačba 4) med prvim in drugim testom 
   
Enačba 4: Izračun absolutne in relativne razlike 
X1…vrednost testa_1 X2…vrednost testa_2 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
Da metoda ustreza njenemu namenu in daje ponovljive ter zanesljive rezultate, smo metodo 
validirali, kjer smo kot preiskovani analit uporabili substanco atorvastati kalcij. Tako je bil 
namen validacije dokazati, da HPLC metoda ustreza njenemu namenu in daje točne ter 
ponovljive rezultate. Pri tem so bili vsi predpisani kriteriji povzeti po internem 
Novartisovem postopku, kjer so združene vse zahteve različnih organizacij (ICH in FDA 
smernice, Evropska in Ameriška farmakopeja). 
4.1 VALIDACIJA HPLC METODE ZA DOLOČANJE VSEBNOSTI 
ATORVASTATIN KALCIJA 
Povzetek poglavja validacije HPLC metode za določanje vsebnosti atorvastatina, ki 
prikazuje validacijske parametre, kriterije in rezultate, je prikazan v prilogi D. 
4.1.1 Linearnost in točnost 
Z meritvijo petih različnih koncentracij (v koncentracijskem območju od 80 % do 120 %) 
preiskovanega analita smo dokazovali linearnost in točnost analizne metode za določanje 
vsebnosti atorvastatin kalcija. 
Kriteriji, ki potrjujejo linearnost metode, predpisujejo, da mora biti absolutna vrednost 
y-presečišča premice ≤ 2,0 % od izračunane vrednosti za nominalno koncentracijo (100 %), 
rezidualna standardna deviacija (rezidualna SD) ≤ 2,0 % ter koeficient korelacije R ≥ 0,998 
(koeficient determinacije R2, ki je prikazan na sliki 5, smo spremljali informativno). Da 
potrdimo točnost HPLC metode, pa morajo rezultati ustrezati kriterijem: posamezni in 
celokupni izkoristki morajo biti ≤ 100,0 ± 1,0 % in RSD izkoristka (n = 3 ali 9) ≤ 1,0 %. 
Preglednica XI prikazuje površino odziva zdravilne učinkovine za vsako od treh ponovitev 
vsake od koncentracij uporabljene za ločevanje s HPLC. Grafično linearno odvisnost 




Preglednica XI: Rezultati linearnosti metode za določanje vsebnosti atorvastatin kalcija 
 
≈ % glede na 
koncentracijo  
ATV Ca v 
raztopini vzorca 
















80 401,25 24667334 401,43 24673803 401,40 24707158 
90 451,41 27775145 451,61 27785654 451,58 27682811 
100 501,57 30748684 501,79 30788395 501,75 30678639 
110 551,72 33936409 551,96 33936296 551,92 33915285 
120 601,88 36909025 602,14 36922827 602,10 36805573 
 
Preglednica XII: Statistični podatki za linearnost metode za določanje vsebnosti 
 
 Linearnost 1 Linearnost 2 Linearnost 3 
Umeritvena premica 1 2 3 
Korelacijski 
koeficient 
R = 0,9999 R = 1,0000 R = 0,9999 
Odsek na y-osi (%) 0,53 0,56 1,07 
Regresijska premica 
y1 = 61098,0967x1 + 
162654,1318 
y2 = 61079,3684x2 + 
172685,7135 
y3 = 60646,3869x3 + 
328570,1536 
Rezidualna SD (%) 0,18 0,14 0,29 
Območje 401,25 – 602,14 µg/mL 
 
 
Slika 5: Linearna odvisnost med površino odzivov in koncentracijo pri metodi za določanje vsebnosti. 
Preglednica XIII prikazuje rezultate točnosti za določanje vsebnosti za dodano in dobljeno 
koncentracijo ter izkoristke pri posameznem % glede na koncentracijo atorvastatina v 
raztopini vzorca.  
y1 = 61098,0967x1 + 162654,1318
R² = 0,9999
y2 = 61079,3684x2 + 172685,7135
R² = 1,0000




























c Atorvastatin Ca (mg/mL)
Linearnost 1 Linearnost 2 Linearnost 3 Linear (Linearnost 1) Linear (Linearnost 2) Linear (Linearnost 3)
Površina odziva 
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Preglednica XIII: Točnost metode za določanje vsebnosti 
 
 
% glede na koncentracijo atorvastatina v raztopini vzorca 

























1 401,2520 402,8581 100,40 501,5650 502,1765 100,12 601,8779 602,7850 100,15 
2 401,4280 402,9637 100,38 501,7850 502,8251 100,21 602,1419 603,0104 100,14 
3 401,4000 403,5085 100,53 501,7500 501,0326 99,86 602,0999 601,0954 99,83 
 
Povprečje (n = 3) Povprečje (n = 3) Povprečje (n = 3) 
η povp. (%) 100,44 η povp. (%) 100,06 η povp (%) 100,04 
SD (%) 0,08 SD (%) 0,18 SD (%) 0,18 
RSD (%) 0,08 RSD (%) 0,18 RSD (%) 0,18 
 Povprečje izkoristka (n = 9, %) 
 100,18 
 Povprečje RSD (n = 9, %) 
 0,23 
 Območje točnosti 
 401,25 – 602,14 µg/mL 
* Prip. konc. ...pripravljena koncentracija 
 
Iz preglednic je razvidno, da so rezultati pokazali ustrezno linearnost in točnost metode za 
vsebnost. Vrednosti vseh rezultatov so znotraj predpisanih kriterijev. S tem smo potrdili, da 
je metoda linearna in točna kadar določamo vsebnost zdravilne učinkovine atorvastatin 
kalcij v koncentracijskem območju od 401,25 µg/mL do 602,14 µg/mL. 
 
4.1.2 Specifičnost za določanje vsebnosti 
Za dokazovanje specifičnosti HPLC metode smo analizirali standardno raztopino, raztopino 
vzorca in raztopino vzorca z dodanimi nečistotami na specifikacijski meji, da bi dokazali ali 
je metoda sposobna ločevanja razpadnih produktov od odziva zdravilne učinkovine. Prav 
tako smo v analizo vključili topilo, mobilno fazo A, mobilno fazo B in mobilno fazo C, da 
bi potrdili odsotnost nečistot, ki bi lahko vplivale na končni rezultat glavnega odziva. 
Kriterij za potrditev specifičnosti HPLC metode navaja vizualni pregled odzivov, ki se 
morajo razlikovati med topilom in vzorcem, brez motenj odzivov iz mobilnih faz. V topilu, 
mobilni fazi A, mobilni fazi B in mobilni fazi C ne sme biti prisotnih nobenih odzivov. Kadar 
obstajajo odzivi, ki eluirajo z odzivom zdravilne učinkovine, oziroma so slabo ločeni, je 
potrebno pripraviti vzorec v šestih paralelkah s temi dodanimi nečistotami na specifikacijski 
meji, to je na najvišji dovoljeni koncentraciji. Dobljene rezultate je potrebno primerjati s 
čistim vzorcem. RSD (n = 12) mora biti enak ali manjši od 1,0 %. Absolutna razlika (AR) 
povprečne vsebnosti v vzorcu glede na čist vzorec mora biti ≤ 1,0 %. 
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Slika 6 prikazuje kromatograme za topilo, mobilno fazo A, mobilno fazo B, mobilno fazo C, 
standardno raztopino atorvastatin kalcija za določanje vsebnosti in vzorec. 
Topilo 
 
Mobilna Faza A 
 
Mobilna faza B 
 





Sample ID: Solvent 
Vial No: 1 
Date aquired: 9/2/2019 5:57:42 PM (GMT +02:00) 
Analyze time: 9/11/2019 8:54:20 AM (GMT +02:00) 
Data:            \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_VS.seq.rslt\Solvent-Rep3.dat 























Sample ID: MPA 
Vial No: 42 
Date aquired: 9/5/2019 5:50:19 AM (GMT +02:00)  
Analyze time: 9/11/2019 8:36:26 AM (GMT +02:00) 
Data: \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_all.seq.rslt\MPA.dat 























Sample ID: MPB 
Vial No: 43 
Date aquired: 9/5/2019 6:58:04 AM (GMT +02:00)  
Analyze time: 9/11/2019 8:36:43 AM (GMT +02:00) 
Data: \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_all.seq.rslt\MPB.dat 























Sample ID: MPC 
Vial No: 44 
Date aquired: 9/5/2019 8:05:46 AM (GMT +02:00)  
Analyze time: 9/11/2019 8:37:00 AM (GMT +02:00) 
Data: \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_all.seq.rslt\MPC.dat 





































Sample ID: ST_VS 
Vial No: 4 
Date aquired: 9/3/2019 3:00:16 AM (GMT +02:00)  
Analyze time: 9/11/2019 8:54:43 AM (GMT +02:00) 
Data: \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_VS.seq.rslt\ST_VS-Rep1.dat 


















    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 















Slika 6:  Kromatogram topila, mobilne faze A, mobilne faze B, mobilne faze C, standardne raztopine, raztopine 
vzorca atorvastatin kalcija in raztopine vzorca atorvastatin kalcija z dodanimi znanimi nečistotami pri HPLC 
metodi za določanje vsebnosti. 
 
Iz zgornjih kromatogramov je razvidno, da mobilne faze in topilo ne vsebujejo nečistot ali 
drugih snovi, ki bi lahko interferirale ter vplivale na rezultate preiskovanega analita in 
povečali površino pod krivuljo glavnega odziva. Posneli smo tudi vzorec z dodanimi vsemi 
znanimi nečistotami na pripadajoči specifikacijski meji, kot tudi vsako posamezno znano 
nečistoto atorvastatina na specifikacijski meji, dobavljivo v času našega izvajanja. 
Kromatogrami za vsako posamezno nečistoto bodo prikazani pri specifičnosti za razpadne 
produkte. Ugotovili smo, da nečistota E (ki je enantiomer atorvastatina) eluira skupaj z 
glavnim odzivom, medtem ko sta nečistota B in nečistota C slabo ločeni od glavnega odziva. 
Zato smo dodatno izvedli primerjalno analizo med čistim vzorcem in vzorcem kateremu smo 
dodali nečistoto E, nečistoto B in nečistoto C na specifikacijski meji. Rezultate primerjalne 
analize prikazuje preglednica XIV. 
 
  














Sample ID: SMPL 
Vial No: 7 
Date aquired: 9/3/2019 12:02:19 PM (GMT +02:00)  
Analyze time: 9/11/2019 8:57:23 AM (GMT +02:00) 
Data:           \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_VS.seq.rslt\SMPL.dat 



















    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 







Impurity F  11.00 
Impurity A  16.55 
Impurity B  17.99 
Atorvastatin  19.06 
Impurity C  20.56 
 
Sample ID: SPIKE 
Vial No: 9 
Date aquired: 9/3/2019 2:17:56 PM (GMT +02:00)  
Analyze time: 9/11/2019 8:26:24 AM (GMT +02:00) 
Data: \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_all.seq.rslt\SPIKE.dat 




























































































































































































































Preglednica XIV: Specifičnost za določanje vsebnosti – primerjalna analiza  
 Vsebnost (%) 
Paralelka Čist vzorec 
Vzorec z 
dodanimi neč. 
R1 100,14 99,76 
R2 99,57 99,76 
R3 99,87 100,56 
R4 99,44 98,81 
R5 100,00 99,04 
R6 100,14 99,14 
Povprečje (n = 6) (%) 99,86 99,51 
SD (n = 6) (%) 0,30 0,65 
RSD (n = 6) (%) 0,30 0,65 
Absolutna razlika (%) 0,35 
Povprečje (n = 12) (%) 99,69 
SD (n = 12) (%) 0,51 
RSD (n = 12) (%) 0,51 
Iz prikazanih kromatogramov na sliki 6 je razvidno, da metoda loči in zazna nečistote. 
Metoda podaja ustrezno ločbo med komponentami. Z dodatno analizo smo preverili vpliv 
nečistote E, nečistote B in nečistote C na vsebnost glavne komponente. Iz primerjalne analize 
med čistim vzorcem in vzorcem z dodanimi nečistotami, ki eluirajo bodisi pod odzivom 
zdravilne učinkovine ali niso dovolj ločene od zdravilne učinkovine, smo ugotovili, da so 
dobljeni rezultati znotraj kriterija in s tem potrdili specifičnost HPLC metode. 
4.1.3 Preizkus ustreznosti kromatografskega sistema za določanje vsebnosti ATV-Ca 
Preizkus ustreznosti kromatografskega sistema za določanje vsebnosti smo preverili tako, da 
smo desetkrat zaporedoma injicirali standardno raztopino atorvastatin kalcija za določanje 
vsebnosti (glej pripravo 3.3.1.4). Priprava standardne raztopine za določanje vsebnosti 
(500 µg/mL). V preglednici XV so podane površine odziva atorvastatin kalcija skupaj s 
faktorji asimetrije kromatografskega odziva (T). 
Preglednica XV: Rezultati za preizkus ustreznosti kromatografskega sistema za določanje vsebnosti 
ATV-Ca 
Injiciranje Površina odziva Faktor asimetrije (T) 
1 196333384 1,03 
2 195786812 1,03 
3 196418790 1,03 
4 195703377 1,03 
5 195614731 1,03 
6 195709531 1,03 
7 195371947 1,03 
8 195628198 1,03 
9 195874823 1,03 
10 195331725 1,03 
Povprečna površina 195777332  
SD 357756,20  
RSD (%) 0,18  
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Kriterij za preizkus ustreznosti kromatografskega sistema za določanje vsebnosti je RSD 
(n = 10) ≤ 1,0 %. Faktor simetrije smo spremljali informativno. Preizkus ustreznosti 
kromatografskega sistema je ustrezen, saj je RSD znotraj kriterija.  
4.1.4 Natančnost metode za določanje vsebnosti 
Natančnost metode smo ovrednotili skupaj s preizkušanjem stabilnosti vzorca. Pripravljen 
je bil vzorec v šestih ponovitvah oz. paralelkah. Stabilnost je bila izvedena z istimi 
pripravljenimi vzorci, ki so bili shranjeni 52 ur v avtomatskem vzorčevalniku pri 4 °C v temi 
in temnih HPLC vialah, posnetimi na drugem HPLC sistemu in na koloni z drugo kataloško 
številko. Tako smo v sklopu vmesne natančnosti vključili stabilnost vzorca v avtomatskem 
vzorčevalniku. Kriterij za natančnost znotraj dneva je RSD (n ≥ 6) ≤ 1,0 %. Za vmesno 
natančnost in stabilnost sta kriterija: RSD (n ≥ 6, 12) ≤ 1,0 % in absolutna razlika med 
natančnostjo znotraj dneva in vmesno natančnostjo ≤ 1,0 %. 
Preglednica XVI: Natančnost metode za določanje vsebnosti zdravilne učinkovine 
 






R1 100,26 99,71 
R2 101,19 101,72 
R3 100,68 100,41 
R4 100,49 101,06 
R5 99,81 98,92 
R6 100,72 99,82 
Povprečje (n = 6) (%) 100,52 100,27 
SD (n = 6) (%) 0,47 1,01 
RSD (n = 6) (%) 0,46 1,01 
Absolutna razlika (%) 0,25 
Povprečje (n = 12) (%) 100,40 
SD (n = 12) (%) 0,76 
RSD (n = 12) (%) 0,76 
Rezultati iz preglednice XVI za natančnost znotraj dneva, vmesno natančnost in stabilnost 
vzorca so znotraj zgoraj navedenih kriterijev. Metoda za določanje vsebnosti zdravilne 
učinkovine je natančna. Raztopina vzorca je stabilna 52 ur v avtomatskem vzorčevalniku pri 
4 °C v temi in temnih HPLC vialah. 
4.1.5 Stabilnost 
Pri preizkušanju stabilnosti smo analizirali stabilnost standardne raztopine za določanje 
vsebnosti v temnih HPLC vialah pri 4 °C v avtomatskem vzorčevalniku v temi, kjer smo isto 
raztopino standarda za vsebnost po 26 in 76 urah še enkrat injicirali. Kriteriji za 
sprejemljivost rezultatov je relativna razlika glavnega pika glede na površino pika ob času 
t = 0 ur, ki mora biti enaka ali manjša od 1,0 %.  
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Preglednica XVII prikazuje rezultate HPLC metode za stabilnost standardne raztopine za 
določanje vsebnosti. 
 
Preglednica XVII: Stabilnost standardne raztopine za vsebnost 
 
Stabilnost standardne raztopine za vsebnost po 26 in 76 urah v 
avtomatskem vzorčevalniku pri 4 °C v temi in temnih HPLC vialah 
Čas Površina Relativna razlika (%) 
0 h 250131854 - 
26 h 250520872 0,2 
76 h 249249032 - 0,4 
Iz preglednice XVII je razvidno, da so vsi rezultati znotraj predpisanih kriterijev. Tako smo 
potrdili 76 urno stabilnost standardne raztopine za določanje vsebnosti v temnih HPLC 
vialah v avtomatskem vzorčevalniku pri 4 °C v temi. 
4.2 VALIDACIJA HPLC METODE ZA DOLOČANJE RAZPADNIH 
PRODUKTOV 
Povzetek poglavja validacije HPLC metode za določanje razpadnih produktov, ki prikazuje 
validacijske parametre, kriterije in rezultate, je prikazan v prilogi E. 
4.2.1 Linearnost za atorvastatin kalcij, znane specificirane nečistote in znane 
nespecificirane nečistote 
Linearnost metode za HPLC metodo za določanje razpadnih produktov je bila določena s 
šestimi različnimi koncentracijami raztopine delovnega standarda za atorvastatin kalcij 
(nižje koncetracijsko območje kot v primeru linearnosti metode za določanje vsebnosti 
atorvastatin kalcija) in znane specificirane nečistote (nečistota A, nečistota B, nečistota C, 
nečistota D, nečistota F in nečistota H), pripravljena v treh ponovitvah. Regresijske premice 
so predstavljene v območju od pribl. 0,05 % do pribl. 0,5 % (od t.j. 0,25 µg/mL do 
2,5 µg/mL, preglednica IV) glede na koncentracijo atorvastatin kalcija v raztopini vzorca.  
Prav tako smo za znane nespecificirane nečistote (nečistota G, nečistota I, nečistota J, 
nečistota K, nečistota M, nečistota N, nečistota O, nečistota P in nečistota Q) določili 
linearnost metode s petimi različnimi koncentracijami raztopine delovnega standarda za 
atorvastatin kalcij in znanimi nespecificiranimi nečistotami, pripravljenih v treh ponovitvah. 
Regresijske premice so predstavljene v območju od pribl. 0,05 % do pribl. 0,2 % (od t.j. 




Preglednica XVIII: Kriteriji za preverjanje linearnosti metode pri določanju vsebnosti razpadnih 
produktov 
 
 kriterij sprejemljivosti 
Korelacijski koeficient R ≥ 0,990 
Odsek na y-osi (%) 
≤ 25 % (območje < 0,5 %) 
≤ 10 % (0,5 % ≤ območje < 1,0 %) 
≤ 5,0 % (območje ≥ 1,0 %) 
Rezidualna SD (%)* 
≤ 20 % (območje < 0,2 %) 
≤ 10 % (0,2 % ≤ območje < 0,5 %) 
≤ 5,0 % (0,5 % ≤ območje < 5,0 %) 
≤ 2,5 % (območje ≥ 5,0 %) 
* izračunano glede na specificirano koncentracijo posamezne nečistote 
Linearnost metode za določanje razpadnih produktov je bila izvedena v treh delih v različnih 
dneh ter različnih aparaturah HPLC. Najprej smo ločili specificirane nečistote od 
nespecificiranih nečistot. Nato smo razdelili na dva dela znane nespecificirane nečistote 
glede na to kako so ločene med seboj. Da smo lahko izračunali korekcijske faktorje nečistot, 
smo v raztopino zraven nečistot vedno dodali zdravilno učinkovino atorvastatin kalcij v 
ustreznem koncentracijskem območju. Rezultati iz preglednice XIX za atorvastatin kalcij 
(specificirane nečistote) so bili uporabljeni za izračun korekcijskih faktorjev znanih 
specificiranih nečistot. Medtem, ko so bili rezultati iz preglednice XIX za atorvastatin kalcij 
(znane nespecificirane nečistote – nečistote G, I, K, M in O) uporabljeni za izračun 
korekcijskih faktorjev znanih nespecificiranih nečistot (nečistote G, I, K, M in O) in rezultati 
za Atorvastatin kalcij (znane nespecificirane nečistote – nečistote J, N, P in Q) iz preglednice 
XIX za preostale znane nespecificirane nečistote (nečistote J, N, P in Q).  





















1 1,0000 - 1,52 
y1 = 459660,77x1 
- 3555,97 
1,48 
2 1,0000 - 3,34 
y2 = 489845,25x2 
-8048,38 
1,56 
3 1,0000 - 2,34 







nečistote G, I, K, 
M in O) 
1 0,9996 - 6,41 
y1 = 529266,23x1 
-16514,10 
2,07 
2 1,0000 - 5,01 
y2 = 525034,11x2 
-12863,71 
0,62 
3 1,0000 - 5,64 























nečistote J, N, P 
in Q) 
1 0,9992 7,77 
y1 = 492405,93x1 
-17953,04 
2,97 
2 0,9992 - 7,95 
y2 = 499409,92x2 
-18345,10 
3,12 
3 0,9997 - 8,30 




1 0,9998 - 0,75 
y1 = 414127,37x1 
-3997,74 
1,24 
2 0,9999 - 2,09 
y2 = 408469,53x2 
-10513,8509 
0,83 
3 1,0000 - 1,86 




1 0,9999 1,39 
y1 = 443403,18x1 
+ 4768,95 
1,43 
2 0,9999 - 1,04 
y2 = 451856,24x2 
-3392,11 
1,38 
3 0,9999 - 0,50 




1 0,9999 - 4,47 
y1 = 410013,44x1 
-13128,46 
1,29 
2 1,0000 - 5,05 
y2 = 420863,47x2 
-15309,21 
0,85 
3 0,9999 - 5,14 




1 0,9999 2,60 
y1 = 509092,19x1 + 
13739,38 
1,34 
2 1,0000 0,96 
y2 = 496148,79x2 + 
4809,67 
0,73 
3 0,9999 0,71 




1 0,9999 - 2,04 
y1 = 329288,97x1 
-4902,59 
1,23 





3 0,9999 - 3,78 























1 0,9995 0,26 
y1 = 159129,48x1 
+ 199,59 
2,13 
2 0,9997 1,42 
y2 = 158793,80x2 
+ 1157,20 
1,71 
3 0,9999 4,99 




















1 1,0000 - 2,12 
y1 = 376104,41x1 
-3861,98 
0,65 
2 0,9997 - 0,34 
y2 = 469035,85x2 
-808,97 
1,69 
3 0,9999 - 0,09 




1 0,9999 - 1,18 
y1 = 540575,27x1 
-3196,53 
0,73 
2 0,9998 - 0,05 
y2 = 512415,58x2 
-115,95 
1,46 
3 0,9999 0,29 




1 0,9998 1,88 
y1 = 499333,77x1 
+ 4802,23 
1,34 
2 0,9999 0,92 
y2 = 528685,92x2 
+ 2499,64 
0,84 
3 0,9997 1,31 




1 0,9993 - 6,24 
y1 = 199715,47x1 
-5633,03 
2,81 
2 0,9999 - 6,51 
y2 = 213019,26x2 
-6566,93 
1,18 
3 0,9995 - 2,00 




1 0,9998 - 1,92 
y1 = 491519,32x1 
-4615,54 
1,28 
2 0,9996 - 2,30 
y2 = 497720,31x2 
-5519,31 
1,96 
3 0,9999 - 0,96 




1 0,9996 - 3,52 
y1 = 483186,14x1 
-8297,92 
1,90 
2 0,9997 - 4,01 
y2 = 492422,71x2 
-9550,91 
1,73 
3 0,9999 - 3,40 




1 0,9997 - 2,77 
y1 = 393790,00x1 
-5378,45 
1,71 
2 0,9997 - 1,98 
y2 = 398322,91x2 
-3819,50 
1,65 
3 0,9998 - 1,01 




1 0,9993 - 9,29 
y1 = 287148,21x1 
-12185,18 
2,91 
2 0,9990 - 8,62 
y2 = 275636,48x2 
-10655,33 
3,55 
3 0,9996 - 9,36 





Preglednica XX predstavlja faktorje odzivnosti (Rf) in korekcijske faktorje (cf) za znane 
specificirane in znane nespecificirane nečistote atorvastatina. Za izračun so bile uporabljene 
regresijske premice dobljene pri linernosti za določanje razpadnih produktov. Faktorji 
odzivnosti / korekcijski faktorji za vsako nečistoto so bili izračunani iz razmerja med 
naklonom regresijske premice za nečistoto in naklonom regresijske premice atorvastatin 
kalcija. 
Preglednica XX: Faktorji odzivnosti in korekcijski faktorji znanih nečistot atorvastatina 
 
Razpadni produkt oz. nečistota Faktor odzivnosti (Rf) Korekcijski faktor (cf) 
Nečistota A 0,85 1,17 
Nečistota B 0,94 1,07 
Nečistota C 0,87 1,15 
Nečistota D 1,05 0,96 
Nečistota F 0,70 1,43 
Nečistota G 0,30 3,32 
Nečistota H 1,14 0,87 
Nečistota I 0,83 1,21 
Nečistota J 1,00 1,00 
Nečistota K 0,99 1,01 
Nečistota M 0,97 1,04 
Nečistota N 0,98 1,02 
Nečistota O 0,38 2,61 
Nečistota P 0,80 1,25 
Nečistota Q 0,58 1,73 
Preglednica XVIII  predstavlja kriterije sprejemljivosti za preverjanje linearnosti metode pri 
določanju vsebnosti razpadnih produktov. Iz rezultatov v preglednici XIX za atorvastatin 
kalcij in znane specificirane in nespecificirane nečistote lahko glede na ustreznost kriterijev 
za linearnost sklenemo, da je metoda linearna. 
Faktorji odzivnosti za znane specificirane nečistote A, B, C, D in H se po priporočilih PhEur 
pri preskušanju sproščanja in preskušanju stabilnosti ne upoštevajo, če so v območju 0,8 - 
1,2 (upoštevamo, da je faktor odzivnosti 1,0) (22). Faktor odzivnosti za nečistoto F, ki je 
znana specificirana nečistota, je treba upoštevati pri preskušanju sproščanja in preskušanju 
stabilnosti, saj leži zunaj območja 0,8 - 1,2. Informativno smo v preglednici XX podali tudi 
korekcijske faktorje in faktorje odzivnosti za znane nespecificirane nečistote, ki se zaenkrat 
še ne upoštevajo pri preskušanju sproščanja in preskušanju stabilnosti. 
4.2.2 Meja vrednotenja / kvantifikacije 
Mejo vrednotenja / kvantifikacije smo izračunali iz linearnosti za določanje razpadnih 
produktov (iz standardnega odklona preiskovane nečistote in naklona kalibracijske krivulje): 
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LOQ = (10 · σ) / S, kjer je (σ) standardni odklon meritev, (S) naklon kalibracijske krivulje. 
Kriterij za določljivost LOQ vrednosti za HPLC metodo predpisujejo, da LOQ vrednost 
lahko določimo po potrebi, zato smo kot LOQ vrednost predpostavili prvo točko iz 
predhodnega eksperimenta za linearnosti in informativno preračunali vrednost za LOQ, 
vizualno ocenili ter upoštevali kriterij S/N ≥ 10:1. Izračunana vrednost za LOQ 
(koncentracija (µg/mL) in % glede na koncentracijo atorvastatin kalcija v vzorcu) in 
eksperimentalno določena vrednost S/N sta iz prve točke linernosti (koncentracija 
0,25 µg/mL, 0,05 % glede na koncentracijo atorvastatin kalcija v vzorcu) so prikazani v 
preglednici XXI. 
Informativno smo iz prve točke linearnosti izračunali vrednost za mejo zaznavnosti (LOD). 
Izračunana vrednost za LOD (koncentracija v µg/mL in % glede na koncentracijo 
atorvastatin kalcija v vzorcu) so prikazani v preglednici XXII. 
 





LOQ S/N vrednost 
c 
(μg/mL) 
% glede na 
koncentracijo 
atorvastatin 
kalcija v vzorcu 
Linearnost 1 Linearnost 2 Linearnost 3 
Nečistota A 0,045 0,009 46,96 44,96 43,67 
Nečistota B 0,042 0,008 84,82 85,13 86,21 
Nečistota C 0,038 0,008 73,70 74,92 72,23 
Nečistota D1* 
0,042 0,008 
327,96 300,98 298,09 
Nečistota D2* 9,48 16,80 20,42 
Nečistota F 0,044 0,009 85,16 82,70 88,74 
Nečistota H 0,030 0,006 263,29 277,33 274,16 
Nečistota G 0,015 0.003 71,08 73,68 78,95 
Nečistota I 0,005 0,001 124,84 160,81 147,86 
Nečistota J 0,009 0,002 183,75 186,08 192,46 
Nečistota K 0,005 0,001 283,32 279,46 263,95 
Nečistota M 0,010 0,002 327,30 321,59 310,42 
Nečistota N 0,014 0,003 165,94 178,00 164,65 
Nečistota O 0,019 0,004 26,17 27,94 28,06 
Nečistota P 0,012 0,002 189,85 177,57 205,32 
Nečistota Q 0,020 0,004 35,76 36,62 40,05 
Atorvastatin 
kalcij, I 
0,039 0,008 78,34 91,61 96,89 
Atorvastatin 
kalcij, II 





LOQ S/N vrednost 
c 
(μg/mL) 
% glede na 
koncentracijo 
atorvastatin 
kalcija v vzorcu 




* Nečistota D se eluira kot dva posamezna kromatografska odziva 







% glede na koncentracijo 
atorvastatin kalcija v vzorcu 
Nečistota A 0,015 0,003 
Nečistota B 0,014 0,003 
Nečistota C 0,012 0,002 
Nečistota D* 0,014 0,003 
Nečistota F 0,015 0,003 
Nečistota H 0,010 0,002 
Nečistota G 0,012 0,002 
Nečistota I 0,008 0,002 
Nečistota J 0,010 0,002 
Nečistota K 0,008 0,002 
Nečistota M 0,010 0,002 
Nečistota N 0,012 0,002 
Nečistota O 0,014 0,003 
Nečistota P 0,012 0,002 










* Nečistota D daje dva odziva, zato smo oba odziva sešteli  
Informativno smo določili LOD in LOQ točko za glavni odziv (atorvastatin kalcij) in vse 
znane specificirane in nespecificirane nečistote. Za vse preiskovane analite smo dosegli 
kriterij S/N ≥ 10:1, zato lahko sklenemo, da prva točka linearnosti predstavlja LOQ vrednost, 
ki je 0,05 % glede na koncentracijo atorvastatin kalcija v vzorcu. 
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4.2.3 Specifičnost za določanje razpadnih produktov 
Da bi dokazali ali je metoda sposobna ločevanja razpadnih produktov od odziva zdravilne 
učinkovine in med seboj, smo za dokazovanje specifičnosti HPLC metode analizirali 
standardno raztopino, raztopino za občutljivost sistema, raztopino za identifikacijo razpadnih 
produktov, raztopino vzorca, raztopino vzorca z dodanimi znanimi nečistotami na 
specifikacijski meji in vsako posamezno znano nečistoto na specifikacijski meji. Prav tako 
smo v analizo vključili topilo, mobilno fazo A, mobilno fazo B in mobilno fazo C, da bi 
potrdili odsotnost nečistot, ki bi lahko vplivale na končni rezultat glavnega odziva. 
Kriterij za potrditev specifičnosti HPLC metode navaja vizualni pregled odzivov, ki se 
morajo razlikovati med topilom in vzorcem, brez motenj odzivov iz mobilnih faz. V topilu, 
mobilni fazi A, mobilni fazi B in mobilni fazi C ne sme biti prisotnih nobenih odzivov, ki bi 
eluirali ob istem času kot znane nečistote. Kadar obstajajo odzivi, ki eluirajo z odzivom 
nečistot, oziroma so slabo ločeni,  morajo biti odzivi nižji od 0,05 % glede na zdravilno 
učinkovino. Odzivi znanih nečistot morajo biti dovolj ločeni drug od drugega in od glavnega 
odziva zdravilne učinkovine ter od odzivov neznanih nečistot. 
V preglednici XXIII so navedeni retencijski časi za odziv atorvastatina in vse znane nečistote 
dosegljive v času izvedbe magistrske naloge. 





Relativni retencijski čas 
(glede na atorvastatin) 
Atorvastatin 19,06 1,00 
Nečistota A 16,55 0,87 
Nečistota B 17,99 0,94 
Nečistota C 20,56 1,08 
Nečistota DΔ 
D1 40,93 2,15 
D2 37,68 1,98 
Nečistota Ea 19,03& 1,00 
Nečistota F 11,00 0,58 
Nečistota H 35,58 1,87 
Nečistota G 25,19 1,32 
Nečistota I 51,65 2,71 
Nečistota J 27,42 1,44 
Nečistota K$ 36,62& 1,92 
Nečistota M 39,03 2,05 
Nečistota N 42,75 2,24 
Nečistota O# 15,52& 0,81 
Nečistota P$ 36,69& 1,92 
Nečistota Q# 15,52& 0,81 
*Retencijski časi iz kromatograma vzorca z dodanimi znanimi nečistotami na specifikacijski meji. 
&Retencijski čas iz raztopine posamezne nečistote na specifikacijski meji. 
aNečistota E (enantiomer) se eluira z odzivom atorvastatin kalcija. To je enantiomerna oblika atorvastatin 
46  
kalcija, in jo nadziramo s kromatografsko metodo z uporabo analitske kolone s kiralno stacionarno fazo 
(Chiralpak AD-H). 
ΔNečistota D se eluira kot dva posamezna kromatografska odziva. 
Nečistota P$ in nečistota K$ imata skupni odziv, prav tako nečistota O# in nečistota Q#. Te nečistote so znane 
nespecificirane nečistote. 
Slika 7 prikazuje kromatograme za topilo, mobilno fazo A, mobilno fazo B, mobilno fazo C, 
standardno raztopino, raztopino za občutljivost sistema, raztopino za identifikacijo 
razpadnih produktov, raztopino vzorca, raztopino vzorca z dodanimi znanimi nečistotami na 
specifikacijski meji. Posneli smo tudi vsako posamezno znano nečistoto atorvastatina na 
specifikacijski meji dobavljivo v času našega izvajanja. Kromatogrami za vsako posamezno 





Mobilna faza A 
 
Mobilna faza B 
 
Sample ID: Solvent 
Vial No: 1 
Date aquired: 9/2/2019 5:57:42 PM (GMT +02:00)  
Analyze time: 9/11/2019 8:22:59 AM (GMT +02:00) 
Data:            \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_all.seq.rslt\Solvent-Rep3.dat 






















Sample ID: MPA 
Vial No: 42 
Date aquired: 9/5/2019 5:50:19 AM (GMT +02:00)  
Analyze time: 9/11/2019 8:36:26 AM (GMT +02:00) 
Data: \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_all.seq.rslt\MPA.dat 






















Sample ID: MPB 
Vial No: 43 
Date aquired: 9/5/2019 6:58:04 AM (GMT +02:00)  
Analyze time: 9/11/2019 8:36:43 AM (GMT +02:00) 
Data: \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_all.seq.rslt\MPB.dat 
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Sample ID: Solvent_a 
Vial No: 1 
Date aquired: 9/3/2019 3:25:47 PM (GMT +02:00) 
Analyze time: 9/11/2019 8:26:42 AM (GMT +02:00) 
Data: \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_all.seq.rslt\Solvent_a.dat 










































Nečistota H in nečistota D1 sta pod mejo podajanja, ki je 0,05 %. Retencijski čas 
najvišje neznane posamezne nečistote ustreza dvema znanima nespecificiranima 
nečistotama (to sta nečistota K in nečistota P). 
Sample ID: MPC 
Vial No: 44 
Date aquired: 9/5/2019 8:05:46 AM (GMT +02:00)  
Analyze time: 9/11/2019 8:37:00 AM (GMT +02:00) 
Data: \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_all.seq.rslt\MPC.dat 






















Sample ID: SN_a 
Vial No: 2 
Date aquired: 9/2/2019 7:05:33 PM (GMT +02:00)  
Analyze time: 9/11/2019 8:23:19 AM (GMT +02:00) 
Data: \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_all.seq.rslt\SN_a.dat 



































Sample ID: ST_SS  
Vial No: 3 
Date aquired: 9/2/2019 8:13:20 PM (GMT +02:00)  
Analyze time: 9/11/2019 8:23:37 AM (GMT +02:00) 
Data: \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_all.seq.rslt\ST_SS-Rep1.dat 





































ID Vial No: 6 
Date aquired: 9/3/2019 10:54:34 AM (GMT 
+02:00) Analyze time: 9/11/2019 8:25:31 AM (GMT 
+02:00) 
Data: \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_all.seq.rslt\ID.dat 






































































































































Sample ID: SMPL 
Vial No: 7 
Date aquired: 9/3/2019 12:02:19 PM (GMT +02:00)  
Analyze time: 9/11/2019 8:25:48 AM (GMT +02:00) 
Data: \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_all.seq.rslt\SMPL.dat 
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Glej komentarje pod preglednico XLVIII. 
Slika 7:  Kromatogram topila, mobilne faze A, mobilne faze B, mobilne faze C, standardne raztopine, raztopine 
za občutljivost sistema, raztopine za identifikacijo razpadnih produktov, raztopine vzorca in raztopine vzorca z 
dodanimi znanimi nečistotami pri HPLC metodi za določanje razpadnih produktov. 
 
Iz zgornjih kromatogramov na sliki 7 je razvidno, da mobilne faze in topilo ne vsebujejo 
nobenih odzivov, ki bi eluirali ob istem času znanih nečistot, ter s tem vplivali na rezultate 
preiskovanih nečistot in s tem povečali površino pod odzivom nečistote. Odzivi znanih 
specificiranih nečistot so dovolj dobro ločeni med seboj in od odziva atorvastatina. Odzivi 
znanih nespecificiranih nečistot (nečistota K, nečistota O, nečistota P in nečistota Q), ki se 
vrednotijo kot neznane nečistote, so ločeni od znanih specificiranih nečistot in od odziva 
zdravilne učinkovine. Vendar pa nečistota P in nečistota K sočasno eluirata. Tudi nečistota 
O in nečistota K sočasno eluirata. Nečistota E (enantiomer) ima enak retencijski čas kot 
odziv zdravolne učinkovine. Je enantiomerna oblika atorvastatina in se vrednoti, določa z 
drugo kromatografsko metodo v kateri se uporablja HPLC kolona Chiralpak AD-H. Metoda 
za določanje razpadnih produktov je selektivna za trenutno specificirane nečistote po 
Evropski farmakopeji. 
 
4.2.4 Preizkus ustreznosti kromatografskega sistema za določanje razpadnih produktov 
Preizkus ustreznosti kromatografskega sistema za določanje razpadnih produktov smo 
preverili tako, da smo desetkrat zaporedoma injicirali standardno raztopino atorvastatin 
kalcija (glej pripravo 3.3.1.5 Priprava standardne raztopine za določanje vsebnosti razpadnih 
produktov (ST_SS, 0,5 µg/mL)). V Preglednici XXIV so podane površine odziva 
atorvastatin kalcija skupaj s faktorjem asimetrije kromatografskega odziva (T) in S/N. 
  
Sample ID: SPIKE 
Vial No: 9 
Date aquired: 9/3/2019 2:17:56 PM (GMT +02:00)  
Analyze time: 9/11/2019 8:26:24 AM (GMT +02:00) 
Data: \\Olss01\olcdseedata\Projects\2019_LEK_Atorvastatin_Ca_API_VS_SS\Result\020919_HPLC11_selectivity_all.seq.rslt\SPIKE.dat 





























































































































































































































Preglednica XXIV: Rezultati za preizkus ustreznosti kromatografskega sistema za določanje razpadnih 
produktov 
 
Injiciranje Površina odziva Faktor asimetrije (T) S/N 
1 28318 1,00 23,63 
2 25458 0,99 20,09 
3 27569 1,05 20,50 
4 27296 0,96 19,80 
5 30198 1,03 26,03 
6 27388 1,08 24,56 
7 28353 1,04 25,95 
8 29698 0,98 27,05 
9 27409 1,06 23,22 
10 27822 0,97 22,10 
Povprečna 
površina 
27951  23,29 
SD 1326   
RSD (%) 4,74   
Kriterij za preizkus ustreznosti kromatografskega sistema za določanje razpadnih produktov 
je RSD (n = 10) ≤ 5,0 %. Faktor simetrije in S/N smo spremljali informativno. RSD je znotraj 
kriterija, zato je preizkus ustreznosti kromatografskega sistema ustrezen. 
4.2.5 Natančnost metode za določanje razpadnih produktov – za čist vzorec 
S preizkušanjem natančnosti znotraj dneva in vmesno natančnostjo smo ovrednotili 
natančnost metode.  V šestih ponovitvah oz. paralelkah je bil pripravljen čist vzorec. V 
preglednicah XXVI, XXVII, XXVIII in XXIX so podani rezultati v % vsebnosti nečistote A, 
% vsebnosti nečistote B, % vsebnosti nečistote C, % vsebnosti nečistote D, % vsebnosti 
nečistote F, % vsebnosti nečistote H, % vsebnosti posamezne najvišje nečistote (znane kot 
nečistota G), % vsebnosti posamezne najvišje neznane nečistote in % vsebnosti vsote vseh 
nečistot. Vsota nečistot vključuje vse znane specificirane nečistote, znane nespecificirane 
nečistote in neznane nečistote, ki so nad mejo podajanja (0,05 %). Ker nečistota D eluira v 
dveh odzivih, je bil % vsebnosti nečistote D ovrednoten kot seštevek nečistote D1 in 
nečistote D2. Za nečistoto F  smo upoštevali pri vrednotenju faktor odzivnosti (Rf = 0,70). 
Vmesna natačnost je bila izvedena z istimi pripravljenimi vzorci, ki so bili shranjeni 7 ur v 
avtomatskem vzorčevalniku pri 4 °C v temi in temnih HPLC vialah, posnetimi na drugem 
HPLC sistemu in drugi koloni. Tako smo v sklopu vmesne natančnosti vključili stabilnost 
čistega vzorca v avtomatskem vzorčevalniku. 
V preglednici XXV so navedeni kriteriji za natančnost metode znotraj enega dneva in 
vmesno natančnost za določanje nečistot. 
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Preglednica XXV: Kriteriji za natančnost metode znotraj enega dneva in vmesno natančnost za 
določanje nečistot – čist vzorec 
 kriterij sprejemljivosti 
RSD (n ≥ 6) 
Znotraj enega dneva, vmesna natačnost: 
≤ 20 % (0,05 % ≤ območje < 0,2 %) 
≤ 10 % (0,2 % ≤ območje < 0,5 %) 
≤ 5,0 % (0,5 % ≤ območje < 5,0 %) 
≤ 2,5 % (območje ≥ 5,0 %) 
RSD (n ≥ 12) 
Vmesna natačnost: 
≤ 30 % (0,05 % ≤ območje < 0,2 %) 
≤ 15 % (0,2 % ≤ območje < 0,5 %) 
≤ 7,5 % (0,5 % ≤ območje < 5,0 %) 
≤ 4,0 % (območje ≥ 5,0 %) 
Relativna razlika 
Vmesna natačnost: 
≤ 20 % (0,05 % ≤ območje < 0,2 %) 
≤ 10 % (0,2 % ≤ območje < 0,5 %) 
≤ 5,0 % (0,5 % ≤ območje < 5,0 %) 
≤ 2,5 % (območje ≥ 5,0 %) 
 
Preglednica XXVI: Natančnost metode za določanje razpadnih produktov znotraj dneva za čist vzorec 
 
Paralelka 






znana kot neč. 
GΔ 




(RRT = 2,00) 
Neč. A, neč. B, 
neč. D in 
neč. H 





R1 0,094 0,096 0,056 < RL n.a. 0,282 
R2 0,095 0,095 0,056 < RL n.a. 0,281 
R3 0,094 0,097 0,057 < RL n.a. 0,282 
R4 0,094 0,097 0,055 < RL n.a. 0,282 
R5 0,093 0,097 0,057 < RL n.a. 0,283 
R6 0,094 0,096 0,056 < RL n.a. 0,283 
Povprečje 
(n = 6) (%) 
0,094 0,096 0,056 < RL n.a. 0,282 
SD (n = 6) 
(%) 
0,00061 0,00054 0,00063 n.a. n.a. 0,00079 
RSD (n = 6) 
(%) 
0,65 0,56 1,12 n.a. n.a. 0,28 
*Relativni retencijski čas (RRT) pripada dvema znanima nespecificiranima nečistotama (nečistoti K in 
nečistoti P), ki skupaj eluirata. 
** Nečistota H (Povprečje (n = 6) = 0,035 %) je prav tako vključena v vsoto. 
Δ Rezultat za najvišjo posamezno znano nečistoto, znano kot nečistoto G, je na zgornji specifikacijski meji 
(ostale posamezne nečistote ≤ 0,10 %). 
V preglednicah XXVII, XXVIII in XXIX so prikazani rezultati za natančnosti znotraj dneva 
in vmesno natančnost za čist vzorec. Za nečistoto C ni podatkov, zato ta nečistota ni 
vključena v omenjenih tabelah.  
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Preglednica XXVII: Natančnost metode za določanje razpadnih produktov znotraj dneva in vmesna 
natančnost za čist vzorec – nečistota F in najvišja posamezna znana kot nečistota G 
 
 Nečistota F (%) 
Najvišja posamezna znana kot 




(RRT = 0,57) 
Vmesna 
natančnost 
(RRT = 0,58) 
Natančnost 
znotraj dneva 
(RRT = 1,36) 
Vmesna 
natančnost 
(RRT = 1,31) 
R1 0,094 0,116 0,096 0,125 
R2 0,095 0,106 0,095 0,127 
R3 0,094 0,134 0,097 0,128 
R4 0,094 0,107 0,097 0,121 
R5 0,093 0,099 0,097 0,119 
R6 0,094 0,105 0,096 0,114 
Povprečje (n = 6) (%) 0,094 0,111 0,096 0,123 
SD (n = 6) (%) 0,00061 0,01246 0,00054 0,00515 
RSD (n = 6) (%) 0,65 11,21 0,56 4,20 
Relativna razlika (%) 18,23 27,17 
Povprečje (n = 12) (%) 0,103 0,109 
SD (n = 12) (%) 0,01229 0,01411 
RSD (n = 12) (%) 11,97 12,90 
# Rezultati za najvišjo posamezno nečistoto, znano kot nečistota G, so po 7 urah izven specifikacijske meje 
(ostale posamezne nečistote ≤ 0,10 %).  
Preglednica XXVIII: Natančnost metode za določanje razpadnih produktov znotraj dneva in vmesna 
natančnost za čist vzorec – najvišja posamezna neznana nečistota, nečistota A, nečistota B in nečistota D 
 
 
Najvišja posamezna neznana 
neč. (%) 




(RRT = 2,00) 
Vmesna 
natančnost 
(RRT = 1,89) 
Natančnost 
znotraj dneva 
 (RRT = n.a.) 
Vmesna 
natančnost 
(RRT = n.a.) 
R1 0,056 0,061 < RL < RL 
R2 0,056 0,064 < RL < RL 
R3 0,057 0,066 < RL < RL 
R4 0,055 0,065 < RL < RL 
R5 0,057 0,061 < RL < RL 
R6 0,056 0.059 < RL < RL 
Povprečje (n = 6) (%) 0,056 0,063 < RL < RL 
SD (n = 6) (%) 0,00063 0,00272 n.a. n.a. 
RSD (n = 6) (%) 1,12 4,32 n.a. n.a. 
Relativna razlika (%) 11,80 n.a. 
Povprečje (n = 12) (%) 0,060 n.a. 
SD (n = 12) (%) 0,00394 n.a. 




Preglednica XXIX: Natančnost metode za določanje razpadnih produktov znotraj dneva in vmesna 
natančnost za čist vzorec – nečistota H in vsota 
 




(RRT = 1,93) 
Vmesna 
natančnost 
(RRT = 1,81) 
Natančnost 
znotraj dneva 
(RRT = n.a.) 
Vmesna 
natančnost 
(RRT = n.a.) 
R1 0,035 0,039 0,282 0,342 
R2 0,034 0,049 0,281 0,346 
R3 0,035 0,040 0,282 0,368 
R4 0,036 0,046 0,282 0,340 
R5 0,036 0,039 0,283 0,318 
R6 0,036 0,046 0,283 0,324 
Povprečje (n = 6) (%) 0,035 0,043 0,282 0,340 
SD (n = 6) (%) 0,00073 0,00421 0,00079 0,01766 
RSD (n = 6) (%) 2,07 9,75 0,28 5,20 
Relativna razlika (%) 22,21 20,50 
Povprečje (n = 12) (%) 0,039 0,311 
SD (n = 12) (%) 0,00501 0,03246 
RSD (n = 12) (%) 12,76 10,44 
Natančnost znotraj dneva za čist vzorec je znotraj kriterija navedenega v preglednici XXV, 
zato je metoda natančna znotraj dneva. Glede na kriterij za vmesno natančnost bi metoda 
lahko bila natančna. Ker pa so rezultati vmesne natančnosti za nečistoto G izven 
specifikacijske meje, temu ne moremo pritrditi. Metoda bi najverjetneje bila natančna za 
vmesno natančnost, če bi vzorce za vmesno natančnost pripravili ponovno in jih takoj 
pomerili. Vzorci so namreč bili shranjeni v temnih HPLC vialah v avtomatskem 
vzorčevalniku pri 4 °C v temi 7 ur. Torej priporočamo sprotno pripravo vzorcev. 
4.2.6 Natančnost metode za določanje razpadnih produktov – za vzorec z dodanimi 
specificiranimi nečistotami 
Natančnost metode za vzorec z dodanimi specificiranimi nečistotami smo ovrednotili s 
preizkušanjem natančnosti znotraj dneva in vmesno natančnostjo. Pripravljen je bil vzorec z 
dodanimi specificiranimi nečistotami na pripadajoči specifikacijski meji (nečistota A 
(0,3 %), nečistota B (0,15 %), nečistota C (0,15 %), nečistota D (0,2 %), nečistota F (0,15 %) 
in nečistota H (0,15 %)) v šestih ponovitvah oz. paralelkah. Vmesna natančnost je bila 
izvedena z istimi pripravljenimi vzorci z dodanimi specificiranimi nečistotami, ki so bili 
shranjeni 7 ur v temnih HPLC vialah v temnem avtomatskem vzorčevalniku pri 4 °C ter 
posnetimi na drugem HPLC sistemu in drugi koloni. Tako smo v sklopu vmesne natančnosti 
vključili stabilnost vzorca v avtomatskem vzorčevalniku. V preglednicah XLVII, XLVIII in 
XLIX so podani razultati v % vsebnosti nečistote A, % vsebnosti nečistote B, % vsebnosti 
nečistote C, % vsebnosti nečistote D, % vsebnosti nečistote F in % vsebnosti nečistote H. Za 
nečistoto F smo upoštevali pri vrednotenju faktor odzivnosti (Rf = 0,70). Rezultat za 
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nečistoto D je vsota obeh odzivov D1 in D2, ki pripadata omenjeni nečistoti. 
Preglednica XXX: Natančnost metode za določanje razpadnih produktov znotraj dneva in vmesna 
natančnost za vzorec z dodanimi specificiranimi nečistotami – nečistota A in nečistota B 
 




(RRT = 0,87) 
Vmesna 
natančnost 
(RRT = 0,87) 
Natančnost 
znotraj dneva 
(RRT = 0,95) 
Vmesna 
natančnost 
(RRT = 0,94) 
R1 0,282 0,327 0,176 0,194 
R2 0,279 0,333 0,177 0,187 
R3 0,279 0,338 0,178 0,194 
R4 0,277 0,311 0,178 0,181 
R5 0,280 0,331 0,179 0,198 
R6 0,278 0,329 0,179 0,198 
Povprečje (n = 6) (%) 0,279 0,328 0,178 0,192 
SD (n = 6) (%) 0,00140 0,00902 0,00138 0,00667 
RSD (n = 6) (%) 0,50 2,75 0,77 3,47 
Relativna razlika (%) 17,50 8,02 
Povprečje (n = 12) (%) 0,304 0,185 
SD (n = 12) (%) 0,02625 0,00875 
RSD (n = 12) (%) 8,64 4,73 
Preglednica XXXI: Natančnost metode za določanje razpadnih produktov znotraj dneva in vmesna 
natančnost za vzorec z dodanimi specificiranimi nečistotami – nečistota C in nečistota D 
 




(RRT = 1,09) 
Vmesna 
natančnost 
(RRT = 1,08) 
Natančnost 
znotraj dneva 




(RRT = 1,93 in 
2,08) 
R1 0,189 0,204 0,273 0,313 
R2 0,183 0,228 0,272 0,305 
R3 0,184 0,210 0,272 0,310 
R4 0,189 0,230 0,272 0,312 
R5 0,189 0,214 0,273 0,314 
R6 0,187 0,220 0,271 0,311 
Povprečje (n = 6) (%) 0,187 0,218 0,272 0,311 
SD (n = 6) (%) 0,00265 0,01017 0,00091 0,00336 
RSD (n = 6) (%) 1,42 4,68 0,34 1,08 
Relativna razlika (%) 16,41 14,23 
Povprečje (n = 12) (%) 0,202 0,291 
SD (n = 12) (%) 0,01752 0,02035 




Preglednica XXXII: Natančnost metode za določanje razpadnih produktov znotraj dneva in vmesna 
natančnost za vzorec z dodanimi specificiranimi nečistotami – nečistota F in nečistota H 
 




(RRT = 0,57) 
Vmesna 
natančnost 
(RRT = 0,57) 
Natančnost 
znotraj dneva 
(RRT = 1,93) 
Vmesna 
natančnost 
(RRT = 1,80) 
R1 0,250 0,299 0,233 0,275 
R2 0,251 0,302 0,232 0,278 
R3 0,251 0,298 0,235 0,267 
R4 0,249 0,309 0,232 0,274 
R5 0,250 0,296 0,234 0,270 
R6 0,250 0,303 0,233 0,278 
Povprečje (n = 6) (%) 0,250 0,301 0,233 0,274 
SD (n = 6) (%) 0,00072 0,00450 0,00115 0,00420 
RSD (n = 6) (%) 0,29 1,49 0,49 1,54 
Relativna razlika (%) 20,25 17,44 
Povprečje (n = 12) (%) 0,276 0,253 
SD (n = 12) (%) 0,02665 0,02143 
RSD (n = 12) (%) 9,67 8,46 
V preglednici XXV so navedeni kriteriji za natančnost metode znotraj enega dneva in 
vmesno natančnost za določanje razpadnih produktov. 
Iz rezultatov v preglednicah  XXX, XXXI in XXXII lahko sklenemo, da je metoda natančna 
za vzorec z dodanimi nečistotami. Vendar pa glede na nestabilnost čistega vzorca 
priporočamo sprotno pripravo čistega vzorca in prav tako vzorca z dodanimi nečistotami. 
 
4.2.7 Stabilnost 
Pri preizkušanju stabilnosti smo analizirali stabilnost raztopine za občutljivost sistema (S/N) 
in standardne raztopine za določanje razpadnih produktov v temnih HPLC vialah pri 4 °C v 
avtomatskem vzorčevalniku v temi, kjer smo isti raztopini po 32 in 80 urah še enkrat 
injicirali. Kriterije za sprejemljivost rezultatov prikazuje preglednica XXXIII.  
Preglednica XXXIV prikazuje rezultate HPLC metode za stabilnost S/N raztopine in 
standardne raztopine za določanje razpadnih produktov. 
Preglednica XXXIII: Kriteriji za stabilnost S/N in standardne raztopine za razpadne produkte 
 
 kriterij sprejemljivosti 
Relativna razlika 
≤ 30 % (0,05 % ≤ območje < 0,2 %) 
≤ 20 % (0,2 % ≤ območje < 0,5 %) 
≤ 10,0 % (0,5 % ≤ območje < 5,0 %) 
≤ 5,0 % (območje ≥ 5,0 %) 
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Preglednica XXXIV: Stabilnost S/N in standardne raztopine za razpadne produkte 
 
Stabilnost S/N in standardne raztopine za razpadne produkte po 32 in 80 urah v 
avtomatskem vzorčevalniku pri 4 °C v temi in temnih HPLC vialah 
Čas 
S/N raztopina Standardna raztopina 
Površina odziva Relativna razlika (%) Površina odziva Relativna razlika (%) 
0 h 108320 - 227809 - 
32 h 109082    0,7 234813 3,1 
80 h 107258 - 1,0 227991 0,1 
 
Iz preglednic XXXIII je razvidno, da so vsi rezultati dobljeni v preglednici XXXIV znotraj 
predpisanih kriterijev. Tako smo potrdili 80 urno stabilnost S/N raztopine in standardne 
raztopine za določanje razpadnih produktov v temnih HPLC vialah v avtomatskem 
vzorčevalniku pri 4 °C v temi. 
 
4.3 ANALIZA VZORCEV 
Z validirano HPLC metodo smo analizirali 19 vzorcev atorvastatin kalcija v različnih 
farmacevtskih oblikah. V preglednicah XXXV, XXXVI in XXXVII so prikazani rezultati 
za vsebnost atorvastatin kalcija in nečistote. Vrednotili smo znane specificirane nečistote, 
ostale znane nespecificirane nečistote smo vrednotili kot ostale posamezne nečistote. 
Rezultati so podani v % vsebnosti nečistote A, % vsebnosti nečistote B, % vsebnosti 
nečistote C, % vsebnosti nečistote D, % vsebnosti nečistote F, % vsebnosti nečistote H, % 
vsebnosti posamezne najvišje nečistote in % vsebnosti vsote vseh nečistot. Vsota nečistot 
vključuje vse znane specificirane nečistote, znane nespecificirane nečistote in neznane 
nečistote, ki so nad mejo podajanja (0,05 %). Ker nečistota D eluira v dveh odzivih, je bil % 
vsebnosti nečistote D ovrednoten kot seštevek nečistote D1 in nečistote D2. Podani so 
rezultati, ki so večji ali enaki od 0,05 % glede na koncentracijo atorvastatina v vzorcu. 
Preglednica XXXV: Analiza vzorcev 1 
 
Koda vzorca 64438 62591 62677 63364 62679 63141 62692 
Vsebnost 
(%) 
99,52 101,21 100,10 99,75 100,68 101,97 98,80 
Nečistota A 0,064 0,055 - 0,050 - 0,062 - 
Nečistota B - - - - 0,051 - 0,085 
Nečistota C - - - - - - - 
Nečistota D 0,057 - - - 0,247 - - 
Nečistota F - - 0,061 - 0,100 - 0,076 




- - 0,071 - 0,070 - - 
Vsota 0,121 0,055 0,132 0,050 0,639 0,062 0,161 
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Preglednica XXXVI: Analiza vzorcev 2 
 
Koda vzorca 34956 62070 40463 40068 43039 43040 
Vsebnost 
(%) 
101,05 101,41 88,22* 100,45 98,98 98,92 
Nečistota A 0,087 - 0,050 0,115 0,092 0,101 
Nečistota B - - - - - - 
Nečistota C - - - - 0,080 0,078 
Nečistota D* - - 3,390* - 0,143 0,148 
Nečistota F - 0,097 - 0,048 - 0,051 




- 0,115* 1,200* 0,069 0,062 0,061 
Vsota 0,087 0,212 7,837* 0,372 0,477 0,551 
* izven specifikacijske meje 
Preglednica XXXVII: Analiza vzorcev 3 
 
Koda vzorca 43041 43038 46421 40459 46418 62255 
Vsebnost 
(%) 
96,11* 99,60 102,56* 103,61* 97,72 100,88 
Nečistota A 0,091 0,096 0,071 0,050 0,051 - 
Nečistota B - - - - - - 
Nečistota C - 0,084 - - - - 
Nečistota D* 0,908* 0,133 0,057 0,143 1,594* - 
Nečistota F 0,082 - 0,118 - 0,138 0,080 




0,295* 0,062 0,065 0,054 0,357* - 
Vsota 2,235* 0,476 0,415 0,291 3,066* 0,080 
* izven specifikacijske meje 
V preglednicah XXXV, XXXVI in XXXVII so prikazani rezultati za vsebnost atorvastatin 
kalcija in vsebnosti nečistot za 19 vzorcev, ki so bili v času izvedbe magistrske naloge na 
voljo. S to analizo smo preverili validirano metodo in pri tem upoštevali specifikacijske meje 
iz trenutno veljavne metode za atorvastatin kalcij trihidrat v Evropski farmakopeji. Pet 
analiziranih vzorcev ima rezultate izven specifikacijske meje, kar pa ne pomeni, da je 





Namen magistrske naloge je bil razvoj analizne metode za spremljanje vsebnosti zdravilne 
učinkovine in vsebnosti nečistot učinkovine atorvastatin kalcij.  
V GMP okolju smo uspešno razvili analizno metodo za sočasno vrednotenje vsebnosti 
zdravilne učinkovine in vsebnosti sorodnih snovi ter razpadnih produktov atorvastatin 
kalcija. Metodo smo razvili na osnovi farmakopejske metode za atorvastatin kalcij trihidrat. 
Pri razvoju in pregledovanju rezultatov HPLC metode smo ugotovili, da se analizna metoda 
lahko uporablja kot zanesljiva pri analizi zdravilne učinkovine atorvastatin kalcija. V okviru 
raziskovalnega dela magistrske naloge smo prišli do naslednjih zaključkov: 
• Priprava vzorcev 
- priprava vzorcev za določanje razpadnih produktov mora biti sprotna. Za vrednotenje 
vsebnosti atorvastatin kalcija so vzorci lahko stari 52 ur, če so shranjeni v temnih 
HPLC vialah v avtomatskem vzorčevalniku v temi pri 4 °C. 
• Validacija metode 
- Analizni postopek je bil validiran v skladu z dobro proizvodno prakso (GMP) in je 
vključeval kriterije povzete po internem Novartisovem postopku, ki vključuje 
zahteve različnih organizacij (ICH in FDA smernice, Evropska in Ameriška 
farmakopeja). Z upoštevanjem vseh meril smo potrdili ustreznost postopka. 
- Na podlagi rezultatov validacije lahko zaključimo, da sta obe metodi določitve, 
tako vsebnosti atorvastatin kalcija kot razpadnih produktov, specifični, linearni in 
natančni. Vsi rezultati so ustrezali predpisanim kriterijem. 
- Informativni izračun meje zaznavnosti in določljivosti je pokazal, da je metoda 
sposobna zaznati  in določiti nominalne koncentracije vzorca. Vse vrednosti za LOQ 
so bile nižje od 0,01 % glede na koncentracijo atorvastatin kalcija v vzorcu. 
- Standardna raztopina za določanje vsebnosti atorvastatin kalcija je stabilna 76 ur v 
temnih HPLC vialah avtomatskem vzorčevalniku pri 4 °C v temi. 
- S/N  raztopina in standardna raztopina za določanje razpadnih produktov sta stabilni 
80 ur v temnih HPLC vialah avtomatskem vzorčevalniku pri 4 °C v temi. 
Glede na ustrezne rezultate validacije sklepamo na ustreznost validirane HPLC metode za 
določanje vsebnosti zdravilne učinkovine ter vsebnosti njegovih nečistot v atorvastatin 
kalciju. 
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Razvita metoda in vsi pridobljeni rezultati bodo vključeni za pripravo in objavo revidirane 
monografije za zdravilno učinkovino atorvastatin kalcij v Evropski farmakopeji. 
Atorvastatin tvori različne oblike hidratov: amorfni, monohidrati, dihidrati in trihidrati. Nova 
spremenjena monografija bo zajemala vse amorfne in kristalne oblike, ter vse znane nečistote 
obstoječih in novih proizvajalcev v Evropi.   
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Priloga A: Analizni postopek 
 
Preglednica XXXVIII: Seznam znanih nečistot 
 
Ime nečistote oz 
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* Nečistota D je mešanica nečistote D1 in nečistote D2. 




Priloga B: Analizni postopek 
 
DOLOČANJE  VSEBNOSTI, SORODNIH SNOVI V ATORVASTATIN KALCIJ SUBSTANCI 
 
Princip: Gradientna HPLC določitev z eksternim standardom 
 
Delovni standard: 1. Atorvastatin kalcij (CRS) 
 
Referenčni standardi: 1. Atorvastatin nečistota A (CRS) 
    2. Atorvastatin nečistota B (CRS) 
    3. Atorvastatin nečistota C (CRS) 
    4. Atorvastatin nečistota D (CRS) 
    5. Atorvastatin nečistota F (CRS) 
    6. Atorvastatin nečistota H (CRS) 
 
Reagenti: 1. Amonijev acetat (CH3COONH4) 
 2. Amonijev format (HCOONH4) 
 3. Mravljična kislina (HCOOH) 
 4. Acetonitril (CH3CN) 
 5. Tetrahidrofuran (C4H3O) 
 6. Voda, prečiščena (H2O) 
 
Raztopine: 1. Raztopina A: V 1000 mL merilno bučo prenesi 0,35 g amonijevega acetata 
(CH3COONH4) in 2,84 g amonijevega formata (HCOONH4) ter raztopi v 950 mL 
prečiščene vode. Nastavi pH raztopine na 5,0 ± 0,05 z 20 % (V/V) raztopino mravljične 
kisline (HCOOH), dopolni s prečiščeno vodo H2O do oznake in premešaj. 




1. Mobilna faza A: raztopina A : acetonitril = 670 : 330 (V/V) 
2. Mobilna faza B: acetonitril 
3. Mobilna faza C: tetrahidrofuran 
  4. Kolona: Synergi POLAR RP, 4 µm, 250 x 4,6 mm 
  5. Temperatura kolone: 40 C 
  6. Pretok: 1,1 mL/min 
  7. Valovna dolžina: 254 nm 
  8. Temperatura vzorcev: 4 C 
  9. Injekcijski volumen: 15 mL 
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  10. Gradientna preglednica: 
 
Čas (min) % mobilna faza A % mobilna faza B % mobilna faza C 
0 91 0 9 
15 91 6 3 
20 82 16 2 
25 82 16 2 
50 32 66 2 
55 32 66 2 
56 91 0 9 
66 91 0 9 
 
Referenčna raztopina A: 
1. V 50 mL merilno bučko natančno zatehtaj okrog 25 mg delovnega standarda atorvastatin Ca CRS, 
dodaj topilo do ¾ volumna merilne bučke in stresaj v ultrazvočni kopeli, dokler se vse ne raztopi. 
Dopolni do oznake s topilom in premešaj. 
 (koncentracija atorvastatin kalcij ≈ 500 μg/mL) 
 
Referenčna raztopina B: 
1. V 100 mL merilno bučko odpipetiraj 1,0 mL referenčne raztopine A, dopolni do oznake s topilom in 
premešaj. 
2. V 10 mL merilno bučko odpipetiraj 1,0 mL dobljene raztopine, dopolni do oznake s topilom in 
premešaj. 
(koncentracija atorvastatin kalcij ≈ 0,5 μg/mL, 0,1 % glede na vzorec) 
 
Referenčna raztopina C: 
1. V 50 mL merilno bučko natančno zatehtaj okrog: 
- 2,5 mg referenčnega standarda atorvastatin nečistote A CRS, 
- 2,5 mg referenčnega standarda atorvastatin nečistote B CRS, 
- 2,5 mg referenčnega standarda atorvastatin nečistote C CRS, 
- 2,5 mg referenčnega standarda atorvastatin nečistote D CRS, 
- 2,5 mg referenčnega standarda atorvastatin nečistote F CRS, 
- 2,5 mg referenčnega standarda atorvastatin nečistote H CRS in 
- 2,5 mg delovnega standarda atorvastatin Ca CRS. 
2. Dodaj topilo do ¾ volumna merilne bučke in stresaj v ultrazvočni kopeli, dokler se vse ne raztopi. 
Dopolni do oznake s topilom in premešaj. 
(koncentracija ≈ 50 μg/mL, 10 % glede na vzorec) 
 
Referenčna raztopina D (dodatno po LEK za S/N): 
1. V 10 mL merilno bučko odpipetiraj 5,0 mL referenčne raztopine B, dopolni do oznake s topilom in 
premešaj. 
(koncentracija atorvastatin kalcij ≈ 0,25 μg/mL, 0,05 % glede na vzorec) 
 
Raztopina vzorca: 
1. V 50 mL merilno bučko natančno zatehtaj okrog 25 mg substance, dodaj topilo do ¾ volumna 
merilne bučke in stresaj v ultrazvočni kopeli, dokler se vse ne raztopi. Dopolni do oznake s topilom 
in premešaj. 
 (koncentracija atorvastatin kalcij ≈ 500 μg/mL) 
  
69  
Delo: 1. Stabiliziraj HPLC sistem vsaj 60 minut pred injiciranji. 
 2. Injiciraj topilo in preveri stabilnost bazne linije. 
 3. Injiciraj referenčno raztopino D in preveri S/N. 
 4. Injiciraj referenčno raztopino B šestkrat (6) in preveri RSD za atorvastatin. 
 5. Injiciraj referenčno raztopino A šestkrat (6) in preveri RSD za atorvastatin. 
 6. Injiciraj referenčno raztopino C in preveri TUKS parametre. 
 7.  Injiciraj raztopino vzorca. 
 8. Identificiraj atorvastatin in znane nečistote v kromatogramu raztopine vzorca glede na njihove 
retencijske čase v kromatogramu referenčne raztopine C. Izračunaj vsebnost atorvastatina, 
vsebnost znanih nečistot, neznanih nečistot in vsoto vseh. 
 
Relativni retencijski časi RRT (gleda na Evropsko farmakopejo (22)) 
 
substanca RRT 
nečistota F 0,6 
nečistota A 0,86 
nečistota B 0,94 
atorvastatin 1,0 
nečistota C 1,1 
nečistota H 2,1 
nečistota D - 1. odziv 2,2 
nečistota D - 2. odziv 2,4 
 
Test ustreznosti kromatografskega sistema (TUKS): 
 
Referenčna raztopina D: 
S/N - informativno 
 
Referenčna raztopina B: 
N - informativno 
T - informativno 
RSD (n = 6) ≤ 5,0 % 
 
Referenčna raztopina A: 
N - informativno 
T - informativno 
RSD (n = 6) ≤ 2,0 % 
 
Referenčna raztopina C: 
Hp/Hv  2,0 
 
Hp - višina odziva nečistote B nad bazno linijo 






A. Atorvastatin nečistota F: 
 
% = (Av/As) · (ms/mv) · (Rv/Rs) · P ·kF 
 
Av površina odziva atorvastatin nečistote F v kromatogramu raztopine vzorca 
As povprečna površina odziva atorvastatina v kromatogramih referenčne raztopine B 
ms zatehta delovnega standarda atorvastatin kalcija CRS v mg 
mv zatehta vzorca v mg 
P vsebnost delovnega standarda atorvastatin kalcija CRS v % na snov kot je 
Rv redčenje vzorca = 50 
Rs redčenje standarda = 50000 
kF korekcijski faktor = 1,4 
 
B. Ostale nečistote (razen atorvastatin nečistote F): 
 
% = (Av/As) · (ms/mv) · (Rv/Rs) · P 
 
Av površina odziva posamezne nečistote v kromatogramu raztopine vzorca 
As povprečna površina odziva atorvastatina v kromatogramih referenčne raztopine B 
ms zatehta delovnega standarda atorvastatin kalcija CRS v mg 
mv zatehta vzorca v mg 
P vsebnost delovnega standarda atorvastatin kalcija CRS v % na snov kot je 
Rv redčenje vzorca = 50 
Rs redčenje standarda = 50000 
 
C. Vsota vseh 
 
D. Vsebnost atorvastatin Ca 
 
% = (Av/As) · (ms/mv) · (Rv/Rs) · P 
 
Av površina odziva atorvastatina v kromatogramu raztopine vzorca 
As povprečna površina odziva atorvastatina v kromatogramih referenčne raztopine B 
ms zatehta delovnega standarda atorvastatin kalcija CRS v mg 
mv zatehta vzorca v mg 
P vsebnost delovnega standarda atorvastatin kalcija CRS v % na snov kot je 
Rv redčenje vzorca = 50 
Rs redčenje standarda = 50 
 
Vrednotenje: 1. Nečistote: upoštevaj samo odzive z vsebnostjo večjo ali enako 0,05 %. 




Limite:  1. Nečistota A ≤ 0,3 % 
  2. Nečistota D ≤ 0,2 % (velja za vsoto obeh odzivov atorvastatin nečistote D) 
  3. Nečistota B, C, F, in H ≤ 0,15 % 
  4.  Posamezna nespecificirana nečistota: ≤ 0,10 % 
  5. Vsota vseh: ≤ 1,5 % 




Referenčna raztopina C 
 














































































































































































































































































Priloga C: Kromatogrami znanih nečistot atorvastatina 
 
Nečistota A, 






























































































    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 








































































    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
























































































































    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 








































































    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
   
 
 
























14.0 14.5 15.0 15.5 16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 19.5 20.0 
Minutes 
 
































16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 19.5 20.0 20.5 21.0 21.5 22.0 
Minutes 
 
































18.0 18.5 19.0 19.5 20.0 20.5 21.0 21.5 22.0 22.5 23.0 23.5 24.0 
Minutes 
 

































16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 19.5 20.0 20.5 21.0 21.5 22.0 
Minutes 
 
















































































































    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 










































































































    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 








































































    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 






























































8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 12.0 12.5 13.0 13.5 14.0 
Minutes 
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33.0 33.5 34.0 34.5 35.0 35.5 36.0 36.5 37.0 37.5 38.0 
Minutes 
 































50.0 50.5 51.0 51.5 52.0 52.5 53.0 53.5 54.0 54.5 55.0 
Minutes 
 































25.0 25.5 26.0 26.5 27.0 27.5 28.0 28.5 29.0 29.5 30.0 
Minutes 
 

















































































































    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 







































































    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 








































































    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 







































































    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 
    
 




























































35.00 35.25 35.50 35.75 36.00 36.25 36.50 36.75 37.00 37.25 37.50 37.75 38.00 
Minutes 
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40.0 40.5 41.0 41.5 42.0 42.5 43.0 43.5 44.0 44.5 45.0 
Minutes 
 

































12.0 12.5 13.0 13.5 14.0 14.5 15.0 15.5 16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 
Minutes 
 

































35.0 35.5 36.0 36.5 37.0 37.5 38.0 38.5 39.0 39.5 40.0 
Minutes 
 

























Slika 8: Kromatogrami vsake posamezne raztopine znane nečistote na specifikacijski meji. 
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Minutes 
 



























koncentracij v 3 
ponovitvah v območju 
od 80 – 120 % 
specifikacijske meje 
R ≥ 0,998 
 
Odsek na y-osi ≤ 2,0 % 
 








1 0,9999 0,53 0,18 
2 1,0000 0,56 0,14 
3 0,9999 1,07 0,29 
 
Metoda je linearna v koncentracijskem 
območju od 401,25 µg/mL do 602,14 µg/mL 
atorvastatin kalcija (od 80 % do 120 % glede 





koncentracije v 3 
ponovitvah v območju 
od 80 – 120 % 
specifikacijske meje 
(npr. 80 %, 100 %, 
120 % specifikacijske 
meje) 
 
Posamezen izkoristek:   
100,0 ± 2,0 % 
 
Celokupen izkoristek:   
100,0 ± 1,0 % 
 
RSD izkoristka (n = 3 ali 9):   
≤ 2,0 % 
Ustreza 
 
Celokupni izkoristek in RSD izkoristka 
(n = 3): 
pribl. 80 % = 100,44 % and 0,08 % 
pribl. 100 % = 100,06 % and 0,18 % 
pribl. 120 % = 100,04 % and 0,18 % 
 
Celokupni izkoristek (n = 9): 100,18 % 
 
RSD izkoristka (n = 9): 0,23 % 
 
Metoda je točna v koncentracijskem območju 
od 401,25 µg/mL do 602,14 µg/mL 
atorvastatin kalcija (od 80 – 120 % glede na 






nečistot, vzorec z 
dodanimi nečistotami, 
topila, mobilne faze idr. 
A) Na mestu odziva preiskovane 
zdravilne učinkovine ne sme biti 
nobenega odziva topila, mobilne 
faze, morebitnih nečistot idr. oz. 
morajo biti manjši kot 0,5 % 
odziva standardne komponente.  
B) Sprememba povprečne 
vsebnosti za vzorec z dodanimi 
nečistotami glede na čist vzorec: 
≤ ± 1 %. 
C) Če imajo nečistote odziv na 
mestu preiskovane zdravilne 
učinkovine oz. je odziv slabo ločen 
od odziva preiskovane zdravilne 
učinkovine: minimalno 6 
ponovitev z dodano nečistoto v 
specifikacijski koncentraciji. 
 
RSD (n = 3 ali 9):  ≤  2,0 % 
Ustreza 
 
Ni nobenih odzivov od mobilne faze in topila. 
Odzivi nečistot (nečistota A, nečistota D, 
nečistota F, nečistota G, nečistota H, nečistota 
I, nečistota J, nečistota K, nečistota M, 
nečistota N, nečistota O, nečistota P in 
nečistota Q) so dovolj ločeni od zdravilne 
učinkovine. Nečistota E (enantiomer) ima 
približno enak retencijski čas kot atorvastatin 
kalcij, medtem ko se nečistota B in nečistota 
C eluirata blizu glavnega odziva zdravilne 
učinkovine; zato je bil pripravljen vzorec s 
temi dodanimi nečistotami. Dodatna študija je 
potrdila, da med rezultati, dobljenimi za čiste 
raztopine vzorcev in raztopine z dodanimi 
nečistotami, ni razlike (glej preglednico XIV): 
prisotnost nečistot, ki se eluirajo z 
atorvastatinom ali v njegovi bližini (nečistota 
E, nečistota B in nečistota C), ne vpliva na 
določanje vsebnosti atorvastatin kalcija. 
 





















RSD (n ≥ 6) ≤ 1,0 % Ustreza 
 
RSD (Intraday, n = 6) = 0,46 % 
 







Absolutna razlika med natančnostjo 
znotraj dneva in vmesno 
natančnostjo: 
≤ 1,0 % 
 
RSD (n ≥ 6 ali 12) ≤ 1,0 % 
 
Stabilnost vzorca: 
- sprememba povprečne vsebnosti 




RSD (Inter-day, n = 6) = 1,01 % 
RSD (n = 12) = 0,76 % 
Absolutna razlika Intraday, Inter-day = 0,25 % 
 
Raztopina vzorca je stabilna 52 ur v 
avtomatskem vzorčevalniku pri 4 °C v temi in 
temnih HPLC vialah. 
 
Metoda je natančna. 
STABILNOST 
standardne raztopine Relativna sprememba 
individualnega odziva glede na 
čas 0 h: ≤ ± 1,0 % 
Ustreza 
 
Standardna raztopina je stabilna 76 ur v 
avtomatskem vzorčevalniku pri 4 °C v temi. 
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Priloga E: Povzetek - Validacija HPLC metode za določanje razpadnih produktov 
VALIDACIJSKI 
PARAMETER 





koncentracij v 3 
ponovitvah v območju 
od LOQ – 120 % 
specifikacijske meje 
R ≥ 0,998 
 
Odsek na y-osi: 
≤ 25 % (območje < 0,5 %) 
≤ 10 % (0,5 % ≤ območje < 1,0 %) 
≤ 5,0 % (območje ≥ 1,0 %) 
 
Rezidualna SD: 
≤ 20 % (območje < 0,2 %) 
≤ 10 % (0,2 % ≤ območje < 0,5 %) 
≤ 5,0 % (0,5 % ≤ območje < 5,0 %) 




Metoda je linearna za atorvastatin kalcij in 
specificirane nečistote (A, B, C, D in E) v 
koncentracijskem območju od 0,05 % do 0,5 
% glede na koncentracijo atorvastatin kalcija 
v vzorcu. 
 
Metoda je linearna za znane nespecificirane 
nečistote (G, I, J, K, M, N, O, P in Q) v 
koncentracijskem območju od 0,05 % do 
0,2 % glede na koncentracijo atorvastatin 








A) Vizualna ocena: ocena 
kromatogramov redčenih raztopin 
standarda oz. vzorca 
B) Razmerje S/N  ≥  3 : 1 oz. 2 : 
1 
C) Iz SD odziva preiskovane 
substance in naklona umeritvene 
krivulje:  DL = (3,3∙σ) / S  
       σ = standardni odklon odziva   
       S = naklon umeritvene krivulje 
 
LOQ:   
A) Vizualna ocena: ocena 
kromatogramov redčenih raztopin 
standarda oz. vzorca 
B) Razmerje S/N ≥  10 : 1 
D) Iz SD odziva preiskovane 
substance in naklona umeritvene 
krivulje:  QL=(10∙σ) / S  
σ = standardni odklon odziva 













nečistot, vzorec z 
dodanimi nečistotami, 
topila, mobilne faze idr. 
Na mestu odzivov nečistot ne sme 
biti nobenega odziva topila, 
mobilne faze, oz. morajo biti 
manjši kot 0,05 % odziva zdravilne 
učinkovine. Morebitne znane 
nečistote morajo biti ločene med 
seboj in od odzivov neznanih 




Ni nobenih odzivov od mobilne faze in topila 
na mestu odziva zdravilne učinkovine. Odzivi 
specificiranih nečistot in znanih 
nespecificiranih nečistot (nečistota G, 
nečistota I, nečistota J, nečistota M, in 
nečistota N) so dovolj ločeni med seboj in od 
zdravilne učinkovine. Odzivi znanih 
nespecificiranih nečistot (nečistota K, 
nečistota O, nečistota P in nečistota Q) 
(enantiomer) so ločeni od specificiranih 
nečistot in odziva zdravilne učinkovine. 
Vendar pa nečistota P in nečistota K sočasno 
eluirata. Tudi nečistota O in nečistota K 
sočasno eluirata. Nečistota E (enantiomer) 
ima enak retencijski čas kot odziv zdravilne 
učinkovine. Je enantiomerna oblika 
atorvastatina in se vrednoti, določa z drugo 
kromatografsko metodo, v kateri se uporablja 
HPLC kolona Chiralpak AD-H. 
 
















dneva) – za čist vzorec 
RSD (n ≥ 6): 
≤ 20 % (0,05 % ≤ območje < 0,2 %) 
≤ 10 % (0,2 % ≤ območje < 0,5 %) 
≤ 5,0 % (0,5 % ≤ območje < 5,0 %) 
≤ 2,5 % (območje ≥ 5,0 %) 
Ustreza 
 
RSD (n = 6): 
- neč. F: 0,65 % 
- najvišja posamezna znana kot neč. G: 
0,56 % 
- najvišja posamezna neznana neč.: 1,12 % 
- neč. A, neč. B, neč. D, neč. H in neč. C: n.a. 
- vsota neč.: 0,28 % 
 












RSD (n ≥ 6): 
≤ 20 % (0,05 % ≤ območje < 0,2 %) 
≤ 10 % (0,2 % ≤ območje < 0,5 %) 
≤ 5,0 % (0,5 % ≤ območje < 5,0 %) 
≤ 2,5 % (območje ≥ 5,0 %) 
 
RSD (n ≥ 12): 
≤ 30 % (0,05 % ≤ območje < 0,2 %) 
≤ 15 % (0,2 % ≤ območje < 0,5 %) 
≤ 7,5 % (0,5 % ≤ območje < 5,0 %) 
≤ 4,0 % (območje ≥ 5,0 %) 
 
Relativna razlika: 
≤ 20 % (0,05 % ≤ območje < 0,2 %) 
≤ 10 % (0,2 % ≤ območje < 0,5 %) 
≤ 5,0 % (0,5 % ≤ območje < 5,0 %) 
≤ 2,5 % (območje ≥ 5,0 %) 
 
Relativna sprememba povprečnega 
odziva glede na čas 0 h: 
≤ 20 % (0,05 % ≤ območje < 0,2 %) 
≤ 10 % (0,2 % ≤ območje < 0,5 %) 
≤ 5,0 % (0,5 % ≤ območje < 5,0 %) 
≤ 2,5 % (območje ≥ 5,0 %) 
 





(n = 12), % 
Neč. F 11,97 
Najvišja posamezna znana 





Neč. A, neč. B, neč. D, 
neč. H in neč. C 
n.a. 
Neč. H 12,76 
Vsota neč. 10,44 
 
Relativna razlika: 
- 18,23 % za neč. F 
- 27,17 % za najvišjo posamezno znana kot 
neč. G 
- 11,80 % za najvišjo posamezno neznano 
neč. 
- n.a. za neč. A, neč. B in neč. D 
- 22,21 % za neč. H 
- 20,50 % vsota neč. 
 
Priporočamo sprotno pripravo vzorcev. 
 
Metoda ni natančna za vmesno 
natančnost, saj je rezultat za najvišjo 








RSD (n ≥ 6): 
≤ 20 % (0,05 % ≤ območje < 0,2 %) 
≤ 10 % (0,2 % ≤ območje < 0,5 %) 
≤ 5,0 % (0,5 % ≤ območje < 5,0 %) 
≤ 2,5 % (območje ≥ 5,0 %) 
Ustreza 
 
RSD (n = 6): 
- neč. A: 0,50 % 
- neč. B: 0,77 % 
- neč. C: 1,42 % 
- neč. D*:0,34 % 
- neč. F:0,29 % 
- neč. H: 0,49 % 
 
* neč. D je vsota dveh odzivov D1 in D2. 
 








natančnost) – za 





RSD (n ≥ 6): 
≤ 20 % (0,05 % ≤ območje < 0,2 %) 
≤ 10 % (0,2 % ≤ območje < 0,5 %) 
≤ 5,0 % (0,5 % ≤ območje < 5,0 %) 
≤ 2,5 % (območje ≥ 5,0 %) 
 
RSD (n ≥ 12): 
≤ 30 % (0,05 % ≤ območje < 0,2 %) 
≤ 15 % (0,2 % ≤ območje < 0,5 %) 
≤ 7,5 % (0,5 % ≤ območje < 5,0 %) 
≤ 4,0 % (območje ≥ 5,0 %) 
 
Relativna razlika: 
≤ 20 % (0,05 % ≤ območje < 0,2 %) 
≤ 10 % (0,2 % ≤ območje < 0,5 %) 
≤ 5,0 % (0,5 % ≤ območje < 5,0 %) 
≤ 2,5 % (območje ≥ 5,0 %) 
 
Stabilnost vzorca: 
- sprememba povprečne vsebnosti 






(n = 12), % 
Neč. A 8,64 
Neč. B 4,73 
Neč. C 8,66 
Neč. D 6,99 
Neč. F 9,67 
Neč. H 8,46 
 
Relativna razlika: 
- 17,50 % za Neč. A 
- 8,02 % za Neč. B 
- 16,41 % za Neč. C 
- 14,23 % za Neč. D 
- 20,25 % za neč. F 
- 17,44 % Neč. H 
 
Glede na nestabilnost čistega vzorca 
priporočamo tudi sprotno pripravo vzorca z 
dodanimi nečistotami. 
 
Metoda je natančna za vmesno 
natančnost. 






≤ 30 % (0,05 % ≤ območje < 
0,2 %) 
≤ 20 % (0,2 % ≤ območje < 0,5 %) 
≤ 10,0 % (0,5 % ≤ območje < 
5,0 %) 




S/N raztopina in standardna raztopina za 
določanje razpadnih produktov sta stabilni 
80 ur v avtomatskem vzorčevalniku pri 4 °C v 
temi. 
 
